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Verhalten der «-Aminosauren und Polypeptide gegen Neutralsalze. 
If. Mitteilung. *) 


Von 
P. Pfeiffer und J. v. Modelski. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1913.) 


In der ersten Mitteilung haben wir gezeigt, dali a-Amino- 
sduren und Polypeptide mit Neutralsalzen gut krystallisierte, 
chemisch einheitliche Verbindungen geben, die nach stéchio- 
metrisch einfachen Verhaltnissen zusammengesetzt sind; wir 
haben ferner darauf aufmerksam gemacht, daB die Existenz 
dieser Korper dafiir spricht, daf bei den so mannigfaltigen 
und charakteristischen Reaktionen zwischen EKiweifkérpern und 
Salzen rein chemische Vorgaénge eine erhebliche Rolle spielen. 

Im folgenden werden nun zuniachst die experimentellen 
Daten der ersten Mitteilung vervollstaéndigt; dann wird vor 
allem die Frage nach der Konstitution unserer Salzverbindungen 
erortert. 


1. Verbindungen der a-Aminosduren und Polypeptide 
mit Neutralsalzen (Nachtrag). 


Bisher sind die Darstellungsweisen und Analysendaten 
folgender «Salzverbindungen» mitgeteilt worden: 


CaCl,, 2NH,-CH,- COOH, 4H,O CaBr,, 2. NH, - CH, - COOH, 4H,0 
SrCl,, 2.NH,-CH,-COOH, 3H,0  SrBr,, 2.NH,- CH, - COOH, 3H,0 


BaCl,, 2NH,-CH,-COOH, H,O —_ BaBr,, 2 NH, - CH, - COOH, H,O 


MgCl,, 2NH,-CH,-COOH, 2H,O CaCl,, 2 NH,-CH- COOH, 3H,0 


| 
CH, 


CaCl,, 2 NH, - CH, -CO—NH- CH, - COOH 
LiCl, NH, - CH, -CO—NH - CH, - COOH 


') I. Mitteilung, diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 329 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXYV. 1 
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Auferdem haben wir in der ersten Arbeit die Kérper: 


LiCl, NH, - CH, - COOH, H,O LiBr, NH, - CH, - COOH, H,0 
LiCl, 2NH,-CH,: COOH, H,O —_LiBr, 2. NH, - CH, - COOH, H,0 
CaCl,, NH,-CH,-COOH, 3H,O — LaCl,, 3 NH, - CH, - COOH, 3 H,0 


CaCl,, 3 NH, - CH, - COOH LiCl, NH, -CH- COOH, H,0 


| 
CH, 


CaCl,, NH,-CH,-CO—NH- CH, - CO—NH- CH, - COOH, 3 H,0 


kurz erwahnt. 

Diese sollen nun ebenfalls eingehend besprochen werden, 
bei welcher Gelegenheit wir die bisherigen Angaben uber einige 
der erst erwihnten Verbindungen nach verschiedenen Rich- 
tungen hin ergiénzen wollen. 

Von den Verbindungen des Lithiumchlorids und Lithium- 
bromids mit Glykokoll lassen sich am leichtesten die normal 
zusammengesetzten Koérper: LiCl, NH, - CH, - COOH, H,O und 
LiBr, NH, -CH,- COOH, H,O darstellen; man dampft einfach 
wiisserige L6sungen der Komponenten, die einen gewissen Uber- 
schu8 an Lithiumsalz enthalten, auf dem Wasserbade bis zur 
beginnenden Krystallisation ein und lat dann die Fliissigkeiten 
erkalten. Die Salze bilden schéne farblose Nadeln vom Schmelz- 
punkt 136° (Chlorid) resp. 175—176° (Bromid). 

Die anomalen Verbindungen: LiCl, 2 NH, - CH, - COOH, 
H,O und Libr, 2 NH,-CH,- COOH, H,O sind nicht so leicht 
zugiinglich. Am sichersten gelingt noch ihre Darstellung, wenn 
man dafiir sorgt, daBi die stark eingedampften Lésungen von 
Lithiumsalz und Glykokoll erst bei Zimmertemperatur und nicht 
schon in der Warme Krystalle abscheiden, wobei es von Vorteil 
ist, einige Krystallsplitter der betreffenden Verbindung einzu- 
siien; sind die Lésungen zu verdiinnt, so kann es leicht zur 
Bildung von freiem Glykokoll kommen. Beide Salze krystalli- 
sieren in schénen, farblosen, durchsichtigen Tafelchen; das 
Chlorid schmilzt bei 186—190°, das Bromid bei 223°. 


Die Lithiumchloridverbindung des Alanins: 


LiCl, NH, - CH- COOH, H,O 


| 
CH, 
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schlieSt sich in Darstellung und Eigenschaften vollstandig dem 
Glykokollkérper LiCl, NH, - CH, - COOH, H,O an: ihr Schmelz- 
punkt liegt bei 128—129°. 

Schon in der ersten Mitteilung wurde erwahnt, daB uns 
die Darstellung der in der Literatur') beschriebenen Verbin- 
dungen des Chlorkaliums und Kaliumnitrats: 

KCl, NH, - CH, - COOH und KNO, - NH, - CH, - COOH 
nicht gelungen ist. Neuerdings angestellte Versuche, die beiden 
Verbindungen dadurch zu erhalten, dafi einerseits médglichst 
genau die Vorschriften von Horsford befolgt, anderseits die 
Darstellungsweisen der Lithiumsalzverbindungen nachgeahmt 
wurden, fiihrten ebenfalls nicht zum Ziel. Sollten nach alledem 
die beiden gesuchten K6rper dennoch existieren, so miissen 
ihre Entstehungsbedingungen eng umgrenzt und schwer auf- 
findbar sein.*) 

Vom Calciumchlorid leiten sich drei verschiedene 
Glykokoll-Additionsprodukte ab: 

1. CaCl,, NH, - CH, - COOH, 3H,O 
2. CaCl,, 2.NH,-CH,- COOH, 4H,0 
3. CaCl,, 3 NH, - CH, - COOH. 

Wahrend nun die ersten beiden Verbindungen leicht beim 
Verdunsten chlorcalcium- und glykokollhaltiger wasseriger L6- 
sungen entstehen — zur Darstellung des Monoglykokollkérpers 
mu man einen groBen UberschuB an Chlorcalcium anwenden —, 
ist der Triglykokollkérper bisher nur durch Alkoholfallung er- 
halten worden. 

Durch eine Reihe von Versuchen wurde festgestellt, daf 
aus wadsserigen Lésungen von Glykokoll und Chlorcalcium auf 
Zusatz von Alkohol, je nach den Versuchsbedingungen, bald 
freies Glykokoll, bald aber CaCl,, 3 NH,-CH,- COOH oder 
CaCl,, 2 NH,-CH,- COOH, 4 H,O auskrystallisiert.*) Enthalt 

| 1) Boussingaullt, Annalen der Chemie, Bd. 39, S. 310 (1841). — 
Horsford, Ann. d. Chem., Bd. 60, S. 1 (1846). 

2) Auch das Léslichkeitsdiagramm fiir Chlorkalium und Glykokoll in 
Wasser spricht gegen die Existenz einer Verbindung; siehe 1. Mitteil., 5. 331. 

3) Aus wisserigen Lisungen von Chlorbaryum und Glykokoll lait 
sich durch Alkoholzusatz nur die eine Verbindung: BaCl,,2 NH, - CH, - COOH, 
HO erhalten (siehe die 1. Mitteilung). 


1* 
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z. B. eine wasserige LOsung der Komponenten auf 10 g Wasser 
ca. 0,5 g Glykokoll und 1 g Calciumchloridhexahydrat, ist also 
das Molekularverhiltnis von Glykokoll zu Chlorcalcium etwa 
1: 0,7, so scheidet sich auf Alkoholzusatz freies Glykokoll 
aus; steigt nun bei gleichbleibenden Quantitaéten Glykokoll und 
Wasser die Chlorcalciumhydratmenge auf 4g (mol. Verh. der 
Komponenten dann 1: 2,7), so erhalt man mit Alkohol schéne 
durchsichtige Blattchen der Triglykokollverbindung, und wird 
schlieBlich die Menge des Chlorcalciumhydrats auf 10 g erhdht 
(mol. Verh. der Komponenten 1 : 7), so bildet sich das Hydrat 
des Diglykokollcalciumchlorids. 

Hierbei ist bemerkenswert, da nur dann Additionspro- 
dukte des Glykokolls entstehen, wenn ein erheblicher Uber- 
schu8 an Chlorcalcium vorhanden ist; ferner fallt auf, daf 
sich die Triglykokoliverbindung des Chlorcalciums im Gegensatz 
zum Diglykokollkérper in wasserfreier Form abscheidet. 

Diesen CaCl,-Verbindungen des Glykokolls, speziell den 
Kérpern 1. und 2., schlieBen sich folgende Verbindungen des 
Glycylglycins und Diglycylglycins an. 

CaCl,, 2 NH, - CH, -CO—NH- CH, - COOH 
CaCl,, 1 NH, - CH, -CO—NH - CH, -CO— NH- CH, - COOH, 3 H,0. 

Man erhalt sie durch Eindunsten wasseriger L6sungen der 
Komponenten; beide sind gut krystallisiert, die erstere bildet 
kleine kompakte, harte Krystalle, die letztere schdne, durch- 
sichtige, farblose Téfelchen. | 

Da sich nach den angegebenen Formeln die beiden Poly- 
peptidverbindungen in ihrer Zusammensetzung nicht entsprechen, 
so wurde versucht, beim Glycylglycin einen Kérper mit gleich- 
molekularen Mengen der beiden Komponenten, beim Diglycy!- 
glycin einen solchen mit dem Molekularverhialtnis 1 : 2 darzu- 
stellen, aber ohne Erfolg. | 

Gibt man zu einer wasserigen Lésung von Glycylglycin 
einen Uberschu8 an Chlorcalcium, um so die Entstehung einer 
Verbindung CaCl,, 1 Dipeptid nach Moglichkeit zu erzwingen, 
so krystallisiert doch wiederum das normal zusammengesetzte 
Additionsprodukt aus; schrankt man anderseits zur Darstellung 
einer Verbindung CaCl,, 2 Tripeptid den Chlorcalciumgehalt einer 
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Lésung, die zur Gewinnung von CaCl,, 1 Tripeptid dient, etwas 
ein, so scheidet sich primar einfach freies Diglycylglycin ab. 

Wie die Verhiltnisse beim Triglycylglycin liegen, soll 
noch festgestellt werden. 

Von Salzen dreiwertiger Metalle ist bisher nur das Lanthan- 
chlorid auf seine Additionsfahigkeit hin untersucht worden. Dieses 
Chlorid gibt mit Glykokoll eine in farblosen Nadeln krystallisie- 
rende Verbindung der Formel LaCl,, 3 NH, - CH, - COOH, 3H,0, 
welche entsprechend dem Verhalten der iibrigen Additions- 
produkte des Glykokolls in waésseriger Lésung neutral reagiert. 
In ihrer Zusammensetzung schlieBt sich die Verbindung etwa 
dem Baryumchloridkérper BaCl,, 2 NH, - CH, - COOH, H,O und 
dem Lithiumchloridkérper LiCl, NH, - CH, - COOH, H,O an. 


2. Zur Frage nach der Konstitution der Additions- 
produkte. 


In der ersten Mitteilung haben wir zu zeigen versucht, 
daB die von uns beschriebenen Additionsprodukte der a-Amino- 
sduren und Polypeptide weder zu den Metalliaken noch zu den 
Metallsalzverbindungen der Carbonylkérper gehoren, daB viel- 
mehr Reprasentanten einer besonderen Klasse von Salzen vor- 
liegen -— wir haben sie Amphisalze genannt —, bei denen 
sowohl die basische wie die saure Gruppe der Aminosduren 
abgesiattigt ist. 

Nach dieser Anschauung kommen fiir die Salzverbindungen 
der Aminosauren in erster Linie die folgenden Konstitutions- 


formeln in Betracht: 


I 
Me—0O-CO-R-NH,X 


I |X -CO-R- 
Ly, My 79: COR: NHX 
NO -CO-R-NH,X No. CO-R- NH,X 
WX mM /X MI ,0-CO-R-NHX 
MeZX Me“0-CO-R-NH,X MeZ0-CO-R-NH,X 


No. CO-R-+NH,X No. CO-R-NH,X NO. CO-R-NH,X 
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Auf diese einfachsten Typen lassen sich in der Tat die 
meisten bisher bekannten «Amphisalze» beziehen; wie wir uns 
die Konstitution der anomal zusammengesetzten Verbindungen : 
LiCl, 2 NH, - CH, - COOH, H,O: LiBr, 2 NH, - CH, - COOH, H,O 
und CaCl,, 3 NH, -CH, - COOH zu denken haben, werden wir 
weiter unten sehen. 

Zunichst wollen wir eine fiir die Frage nach der Kon- 
stitution der Salzverbindungen wichtige Folgerung aus unserer 
Theorie ziehen und an der Hand von Tatsachen priifen. 

Es laBt sich leicht zeigen, daB, falls unsere Theorie richtig 
ist, nicht nur die Aminoséuren, sondern auch die Betaine die 
Fiihigkeit haben miissen, sich mit Neutralsalzen zu vereinigen. 
Wir brauchen uns nimlich in den obigen Formeln der Amphi- 
salze der Aminosiéiuren nur die H-Atome der NH,X-Reste durch 
Alkylgruppen, z. B. Methylgruppen, ersetzt zu denken, um sofort 
die Formeln von «Betainamphisalzen» zu haben: 


[ I -_ 


Me—0-CO+R-N(CH,)X = MeX -+ RT 70 
N(CH,), 


ll ,X lI CO 
MeC ~~ a all oy, 
0-CO-R-N(CH,),X NN(CH,), 

Il ,O-CO-R-N(CH,),X I CO 
MeZ Y ih, 2a” - 


No - COR - N(CH,),X NN(CH,),% usw. 


Da nun solche Betainkérper in der Tat existieren, so 
wird damit unsere Auffassung von der Konstitution der Salz- 
verbindungen der Aminosauren erheblich gestiitzt. Jedenfalls 
ist es nunmehr ausgeschlossen, dafi unsere Additionsprodukte 
in die Klasse der Metallammoniaksalze geh6éren, da sich von 
den trialkylierten Aminoséuren, den Betainen, bei denen ja 
die vier Koordinationsstellen des Stickstoffs schon besetzt sind, 
keine Metalliake ableiten lassen. ') 

Bemerkenswerterweise gehéren zu den Amphisalzen der 
Betaine, ebenso wie zu denen der Aminosauren, auch einige 


‘) Es sei hier besonders betont, dai die bisher bekannten Salz- 
verbindungen der Betaine von den betreffenden Autoren allgemein als 
Amphisalze formuliert worden sind. 
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anomal zusammengesetzte Verbindungen. Bevor nun auf die 
Theorie dieser interessanten Korper naher eingegangen wird, soll 
noch kurz iiber die Darstellung und die Eigenschaften der 
Betainamphisalze berichtet werden. 
Von Neutralsalzverbindungen des gewohnlichen Betains 
sind die folgenden beiden schon bekannt: 
£0 


KJ, CH, 0, 2,0 [Kérner und Menozzi, 1883] 
NN(CH,), 
CO, 
KJ, 2CH,.  >O, 2H,0 [Willstatter, 1902]: 


2 
\N(CH,),” 
sie entsprechen in ihrer Zusammensetzung den Glykokoliver- 
bindungen : 


LiCl, cH" "So, H,0 LiBr, CHC -" H,0 
*NNH, 7 *\NH,% | 
CO Naina CO 
LiCl, 2CH,“ SO, H,0 LiBr, 2CH,Z 0, H,O 
on 7 Are, 


Das normal iatiiiasiaanaiiaath Salz entsteht nach Korner 
und Menozzi') durch Kinwirkung von Jodmethyl und Kali auf 
Glykokoll, das anomale Salz nach Willstatter?) durch Ver- 
seifung des Jodmethylats des Dimethylaminoessigsiuremethyl- 
esters mit Kaliumcarbonat. 

Auf direktem Wege, durch Vereinigung der Komponenten, 
sind die beiden Salze bisher noch nicht dargestellt worden. 
Diese Liicke haben wir zuniichst ausgefiillt. 

Laft man eine wasserige L6sung von Betain und Jodkalium, 
welche die Komponenten im molekularen Verhiltnis 1,: 1,2 
enthalt, langsam an freier Luft verdunsten, so krystallisieren 
allmahlich lange, diinne Tafeln aus, die z. T. aus parallel ver- 
wachsenen, flachen Nadeln bestehen. Sie schmelzen gegen 140° 
und besitzen die Forme! : 

KJ, cH So, 2H,0: 
\N(CH,),” 
Korner und Menozzi geben fir ihren Ko6rper gleicher Zu- 
sammensetzung den Schmelzpunkt 138—139° an. 
) G, Bd. 13, S. 351 (1883). 
*) Ber., Bd. 35, S. 597 (1902). 
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Aus einer wisserigen Betain-Jodkalium-Losung, welche 
relativ reich an Betain ist (mol. Verh. der Komponenten am 
besten 2:1), scheiden sich beim Verdunsten prachtvolle, schief- 
winklige, durchsichtige Tafeln ab, die in lufttrockenem Zustand 
bei ca. 148° schmelzen; sie sind nach der Formel 
CO 


KJ, 2 CH 70, 2H,0 
N(CHs); 


zusammengesetzt, offenbar also identisch mit der Willstatter- 
schen Verbindung. 
In der Literatur werden noch die folgenden beiden Jod- 


kaliumverbindungen von Betainen erwahnt: 


CO CO 2) 
ti. ae: lk 


NN(CH,),7 NN(CH,),” 

sie entstehen beim Methylieren der entsprechenden Amino- 
siuren mit Jodmethyl und Kali. Ihnen schlieft sich die inter- 
essante von Turnau®) aufgefundene Jodbaryumverbindung des 
Methylbetains der a-Pyridincarbonsaure : 


KJ, CsH, - CH 


; 
Bal, 4 , 4H,0 
ae eu 

N 

| 

CH, 


an; man kann sie nach Turnau durch direkte Vereinigung 
der Komponenten erhalten. 

Alle diese Kérper sind Additionsprodukte von Betainen 
an Metalljodide. Da nun die Jodatome in Metallsalzen haufig 
ein ganz spezifisches Anlagerungsverm6égen zeigen, wie z. B. 
der eine von uns bei den alkylfreien und alkylhaltigen Zinn- 
jodiden zeigen konnte,‘) so hielten wir es nicht fir unndtig, 


') Menozzi und Pantoli, G., Bd. 23, Il, S. 209 (1893). 

*) Korner und Menozzi, G., Bd. 13, S. 351 (1883). 

5) Turnau, M., Bd. 26, S. 537 (1905); auf diese theoretisch wichtige 
Verbindung hat uns in freundlicher Weise Herr Prof. Goldschmiedt 
aufmerksam gemacht, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle danken. 


*) P. Pfeiffer, Z. anorg. Chem., Bd. 71, S. 97 (1911). 
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die Darstellung von Betainverbindungen chlor- und bromhaltiger 
Neutralsalze zu versuchen. Folgendes wurde konstatiert: 
Bromkalium gibt mit Betain glatt das normale Additions- 
produkt 
_— CO _ 
‘\N(CH,),” 
(schone, tafelformige Krystalle); es entspricht in seiner Zu- 
sammensetzung dem Jodkaliumbetainkoérper 


KBr, CH O, 2,0 


KJ. CH porting 
' *NN(CH,),7 


und dem Bromlithiumglykokollkorper 


0, 2H,0 


CO 
LiBr, CHL 0, H,0. 
NH, 


Chlorbaryum vereinigt sich mit Betain zu einer in langen, 
diinnen Nadeln krystallisierenden Verbindung: 


BaCl,, CH, 


welche auf 1 Mol. BaCl, nur 1 Mol. Betain enthialt, also ein 
Analogon der weiter oben beschriebenen Glykokollverbindung 
des Chlorcalciums: 

CaCl, CH,Z iia 

:aCl,, “BA NH? 3 H,O 
darstellt. 

Ein Salz mit 2 Molekiilen Betain auf 1 Molekiil Chlor- 

baryum scheint nicht zu existieren; dagegen leiten sich vom 
Brombaryum mindestens zwei verschiedene Amphisalze ab: 


Qt. 


BaBr,. 2 CH. 
sete NN (CH, 


Das erstere bildet, wie der entsprechende Chlorbaryum- 
korper, lange, diinne Nadeln; das letztere krystallisiert in tafel- 





') Ein Gehalt von 5H,O ist bei dieser Verbindung nicht ganz aus- 
geschlossen; die Analysendaten sollen spater mitgeteilt werden. 
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formigen Gebilden, es gleicht in der Zusammensetzung den 
Glykokollk6rpern: 






CO CO 
BaBr,, 2CH,< 0. H,O und CaBr,, 2CH,Z SO, 4H,0. 
NH,” \NH,7 












Nachdem wir nunmehr tiber die Zusammensetzung der 
bekannten Amphisalze der Aminosauren und Betaine geniigend 
orientiert sind, soll im folgenden noch die Frage nach der 
Konstitution der anomalen Verbindungen der Reihe erortert 
werden. 

Wir fassen zuniichst einmal simtliche Additionsprodukte 
(normale und anomale) nach Typen zusammen; es ergibt 
sich so folgendes Bild (A = Aminosdure; B = Betain):!) 


[ I I I 
MeX, A MeX, 2A MeX, B MeX, 2B 


iI U II i II II 
MeX,, A MeX,, 2A MeX,,3A  MeX,, B MeX,,2B MeX,, 4B, 


aus welchem wir entnehmen, dai nach unseren _ heutigen 
Kenntnissen ein Metallsalz im Maximum doppelt so viele 
Aminosaure- resp. Betainmolekiile anlagern kann, als der Wertig- 
keit des Metallatoms resp. der Zahl der Halogenatome entspricht. 

Mit Hilfe der Abkiirzungen A und B bringen wir jetzt 
die weiter oben ent wickelten Konstitutionsformeln der normal 
zusammengesetzten Salze : 




















HM /X It ,0-CO-R-NH,X 
Me—0O-CO-R-NH,X Me Mec 
NO -CO-R-NH,X 0-CO-R-NH,X 
I HX H ,0-CO-R-N(CH,),X 
Me—0O-CO-R.N(CH,),X Me Me 






N0.CO-R+N(CH,),X  O-CO-R-N(CH,),X 
auf eine méglichst einfache Form: 









I Il JX Il (A)—X 
Me--(A) —X Me Me 
(A)—X (A) —X 
i Il |X I ,(B)—X 
Me—(B)—X Mec Me¢ : 
(B) —X (B) —X 





‘) Die Verbindung LaCl,, 3 NH, -CH,-COOH, 3H,0 ist in der Zu- 
sammenstellung nicht beriicksichtigt. 
















Ft 
ie 
FY 
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wir erkennen so deutlich, da®B alle diese Kérper nach der 
Koordinationslehre als typische Kinlagerungsverbindungen auf- 
gefabt werden miissen, indem sie sich von den Metallsalzen 


[ II 
MeX und MeX, dadurch ableiten, dafs Aminosiuremolekiile 


resp. Betainmolekiile zwischen das Metallatom und die nega- 
tiven Reste eingeschoben sind. 

Machen wir nun die Annahme, da sich Aminoséure- 
und Betainmolekiile nicht nur in monomolekularer, sondern 
auch in bimolekularer Form zwischen Metallatom und negativen 
Rest einlagern kénnen, so lassen sich auch die anomalen 
Amphisalze glatt formulieren: 


l l TT (A,)—X 
MeX + 2A = Me—(A,) —X MeX, +- 3A = Me& 
(A) —X 
I i (B,) —X 
MeX -- 2B = Me—(B,)—X MeX, + 4B = Me% 
\(B,) —X 


Es mag zunichst etwas Befremdendes haben, Kinlagerung 
von bimolekularen Systemen annehmen zu miissen. Wie aber 
die folgenden Beispiele zeigen, kennen wir schon eine ganze 
Reihe von Molekiilverbindungen der verschiedensten Art, fiir die 
das Vorhandensein bimolekularer Komponenten bewiesen ist. 

Aus der Metallammoniakchemie ist bekannt, dal ur- 
spriinglich fest an ein Metallatom gebundene negative Reste 
dadurch Ionencharakter erhalten, dab sich je ein Wassermolekiil 
zwischen das Metallatom und je einen negativen Rest ein- 
schiebt (Bildung normaler Aquosalze), z. B.: 


yal OH, ] Cl OH, | Cl 
Cl| (H,N),Cr -> Cl (H,N),Cro —> Cl} (H,N),CrZ 
Nel Cl SOH, | CI 


Dichloro- Chloroaquo- Diaquo- 
tetrammin- tetrammin- tetrammin- 
chromchlorid. chromehlorid. chromchlorid. 


Der eine von uns hat nun zeigen kénnen,') dafs sich in 
bestimmten Fallen statt einfacher Wassermolekiile auch Doppel- 
wassermolekiile einlagern kénnen, indem sie so die Rolle tiber- 





') P. Pfeiffer, Ber., Bd. 40, S. 3828 (1907). 
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nehmen, die sonst die einfachen H,O-Molekiile spielen (Bildung 
von Bisaquosalzen) :') 


[en br en .O,H, | Br en .0,H, | Br 
Br Cr —- Br Cre o~——p Br Cr< 
: en Br en °O,H, | Br 





en Br 
Dibromodiathylen- Bromobisaquo- Dibisaquodiathylen- 
diamin- diathylendiamin- diamin- 
chrombromid. chrombromid. chrombromid. 


Die fiir die analytische Chemie der Eiweibkérper und 
Alkaloide so wichtigen komplexen Saéuren, wie Phosphormo- 
lybdinsaéure, Kieselwolframséure, Borwolframséure usw. sind 
jetzt von Miolati?) und Rosenheim’) auf Grund der Koor- 
dinationslehre in ihrer Konstitution dahin aufgeklart worden, 
daf} sie sich von den héchsten Saéuretypen: [PO,|H,, [Si0,|H,, 
'BO,|H, durch Anlagerung bimerer Molybdansaureanhydrid- und 
Wolframséureanhydridmolekiile an die einzelnen Sauerstoff- 
atome ableiten, entsprechend den Formeln: 

[P(O-Mo,0,).JH, — [Si(0-W,0,).]H, [B(O- W,0,),]Hy usw. 

Die Ammonium- und Pyridiniumsalze organischer Sauren 
lassen sich fast ausnahmslos auf die Formeltypen: 

R- COOH, NH, R- COOH, Py 
2R-COOH, NH, 2R-COOH, Py 
beziehen; die anomal zusammengesetzten Salze, 2R - COOH, NH, 
und 2 R- COOH, Py sind Ammoniak- resp. Pyridinverbindungen 
der bimolekularen Saureformen. ‘) 

Uber die Art und Weise, wie in all diesen Fallen die 
bimolekularen Systeme strukturell aufzulésen sind, kann noch 
nichts mit Bestimmtheit ausgesagt werden. Vielleicht haben 
wir es mit heterozyklischen Ringsystemen koordinativer Art 
zu tun; eine kettenformige Anordnung der betreffenden Molekiile 


') Auf die Existenz von Verbindungen mit Doppelwassermolekiilen 
hat zuerst A. Werner hingewiesen (siehe «Neuere Anschauungen auf 
dem Gebiete der anorganischen Chemie»; Auflage II, S. 147). 

*) J. pr. Chem. [2], Bd. 77, S. 417 (1908). 

*) Ber., Bd. 46, S. 539 (1913). 

*) Uber die anomalen Pyridiniumsalze wird demnachst der eine 


von uns berichten. 
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ist nach unserer Meinung deshalb weniger wahrscheinlich, 
weil sie nicht erkennen laft, warum gerade die Bimolekularitiat 
immer so bevorzugt wird. Hilt man dieses Argument nicht fiir 
wesentlich, so wird man annehmen konnen, daf speziell in 
den Aminosiiure- und Betaindoppelsystemen die beiden Molekiile 
salzartig miteinander verbunden sind, wie folgende Beispiele 


erlautern: 


CO 
LiCl, 2CH,f. SO = Li—O-CO- CH, -NH,—O-CO- CH, - NH,CI 


*\NH,/ 
C0 
KJ, 2 CH 70 = K—O-CO- CH, - N(CH,),—0-CO-CH,. N(CH,),J 
N(CH,), usw. 


Derartige Formeln, die als spezielle Aufl6sungen unserer 
allgemeinen Symbole erscheinen, sind ftir Verbindungen der 
Pyridinreihe schon von Turnau!) angewandt worden. 

Zum Schlusse sei noch darauf hingewiesen, daf die Ver- 
bindungen der Aminosiuren und Betaine mit Siiuren ganz 
unseren Amphisalzen entsprechen, indem die Siuren der all- 
gemeinen Formel HX, wie die Alkalisalze, 1 und 2 Molekiile 
einer Aminoséure resp. eines Betains zu addieren vermégen. 

Den Amphisalztypen: 

MeX, A Mex, B 
MeX, 2A MeX, 2B 
sind also die folgenden Typen der Séureverbindungen an die 


Seite zu stellen: 
HX, A HX, B 
HX,2A HX, 2B. 

Machen wir nun die naheliegende Annahme, daf Saure- 
verbindungen und Amphisalze nicht nur analoge Zusammen- 
setzung, sondern auch analoge Konstitution haben, so be- 
kommen die normalen Saureverbindungen, entsprechend der 
iiblichen Auffassung, die Formeln: H—(A)—X und H—(B)—X, 
deren Sinn aus der folgenden Gegeniiberstellung verwandter 
Sdure- und Salz-Verbindungen klar hervorgeht: 


‘) Turnau, M., Bd. 26, S. 537 (1905); siehe auch Briihl, Ber., 
Bd. 9, 5. 40 (1876), und Ihlder, Arch. der Pharm., Bd. 240, S. 504 (1902). 
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Sdiureverbindungen. 


CO COOH 
CH,Z >o + HCl1—-> CH, 
NN, NH,CI 


CO COOH 
CH. — 0+ HBr—> CH,~ 


"N(CH, ),7 ’ : 


Amphisalze. 


CO COOLi 
CHS 0 + Lidl - > CH,Z 
NH, NNH,CI 
_CO COOK 
CHy. 70 +. KJ —> CH,Z 
N(CH.), NN(CH,)oJ 


Den anomal zusammengesetzten Salzen miissen wir dann 
die Formeln H—(A,)—X und H—(B,)—X geben, indem wir 
auch hier, wie bei den anomalen Amphisalzen, das Vor- 
handensein von Aminoséure- und Betaindoppelmolekiilen vor- 
aussetzen: fiir die konstitutionelle Auflosung derselben gilt das 
weiter oben Gesagte. 

Es gelingt so, alle bisher bekannten Salz- und Sdure- 
verbindungen der Aminoséuren und Betaine, normal und 
anomal zusammengesetzte, unter einen einheitlichen Gesichts- 
punkt zu bringen. 

Die nachstehende kleine Tabelle enthalt noch eine Zu- 
sammenstellung der zahlreichen schon bekannten anomalen 
Siiureverbindungen der Aminosauren und Betaine: 


a) Anomale Salze der Aminosduren. 


Chloride. 1. 2NH,-CH,- COOH, HCI 2. 2NH,-CH- COOH, HCl 
| 
CH, 
3. 2 NH,-CH- COOH, HCl 4, 2NH,-CH- COOH, HCl 
| | 
C,H, CH, - C,H; 
5. 2 NH, - CH: COOC,H, 6. 2 NH, -CH- COOH 
| , HCl | , HC) 
CH, - COOH CH, - CO - NH, 
/— COOH a 
1.4 , HC]. AuCl, 8.2) | |, HCl 
.  ,—N(CH,), 
\/ a es 








Th RSs 


Go or 
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Jodide. tN rm 
9, 2| | pen HJ 10. 2| | , HJ, H,O 
— COO — 
N H.C ON 

Nitrat. Pikrat. 

11. 2 NH, - CH, - COOH, HNO, 12. 2 NH, -CH- COOH 
| , (NO,),C,H,OH 
CH, . C,H, 


b) Anomale Salze der Betaine. 


Chloride. cH, CH, 
13. 2C,H.NC SCO, HCI,H,O 14. 2C,H,NC* SCO, HCI, 4HgCl,, H,0 





\o7% ae 
CH, om, 
15. 2 CHING 00, HCLH,O 16.2 | 0° um no 
O ¥ | ’ ? 2 
=, 
CH, 
Bromide. TaN Tae 
17. 2C,H,N CO, HBr, H,0 18. 2C,H,N CO, HBr 
.* 0 ff ." O vA 
rs 
19. 2| | a 
“eee ee 
X—¢ 
CH, 
Jodide. CO CoO 
20, 2CH 70, HJ 24. 2CH,- CHO 70, HJ 
N(C)H,), N(CH,), 
/\ 0 ee 
22. 2| | , HJ 23. aie Ps yn HJ 
NZNN(CH,), 
/y A 
24, 2) | oy 
\ J—€O, HJ 25.2} | WJ 
fo ‘ud 
: — N——O 
| 
CH 
3 CH, 


Literatur: 1. Kraut und Hartmann, Ann., Bd. 133, S. 100(1865).— 
2. Strecker, Ann., Bd. 75, S. 34 (1850). — 3. Schwanert, Ann., Bd. 102, 
S. 230 (1857). —- 4. Biochemisches Handlexikon, IV, Bd. 2, S. 677. — 
. Curtius und Koch, J. prakt. Chem. [2], Bd. 38, S. 473 [1888]. — 
. Biochemisches Handlexikon, IV, Bd. 2, S. 605. — 7. Willstatter und 


oS Or 
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Kahn, Ber., Bd. 37, S. 410 (1904). — 8. Beilstein, Aufl. III, Bd. 4, 
S. 351. — 9. Turnau, M., Bd. 26, S. 537 (1905). — 10. Turnau, |. c. — 
11. Dessaignes, Ann., Bd. 82, S. 236 (1852). — 12. Biochemisches Hand- 
lexikon, IV, Bd. 2, 5S. 677. — 13. Kriiger, J. prakt. Chem. [2], Bd. 43, 
S. 289 (1891); Reitzenstein, Ann., Bd. 326, S. 322 (1903): Dufet, 
Ch. C. (1902) I, 5S. 1398. — 14 Kriiger, J. prakt. Chem. [2], Bd. 43, 
S. 292 (1891). — 15. Ihlder, Arch. der Pharm., Bd. 240, S. 504 (1902). — 
16. Turnau, Ll. c. — 17. Kriiger, 1. c.; siehe auch Simon und Du- 
breuil, C.r., Bd. 132, S. 418. — 18. Ihlder, |. c. — 19. Turnau, 1. c. — 
20. Hofmann, Jahresberichte (1862), S. 333. — 21. Briihl, Ber., Bd. 9, 
S. 40 (1876). — 22. Griess, Ber., Bd. 13, S. 246 (1880). — 23. Ortoleva, 
R. A. L. [5], Bd. 9, I, S. 217. — 24. Turnau, l.c. — 2d. Turnau, 1. c. 


Experimenteller Teil. 
a) Verbindungen des Glykokolls. 


1. Mono-Glykokoll-Lithiumchlorid und Di-Glykokoll- 
Lithiumcehlorid. 
LiCl, NH, - CH,- COOH, H,O und LiCl, 2 NH, - CH, - COOH, H,0. 


Zur Darstellung der Monoglykokollverbindung dampft man 
eine wisserige LOsung von Lithiumchlorid und Glykokoll, welche 
gleichmolekulare Mengen der Komponenten oder noch besser 
die Komponenten im molekularen Verhiltnis 2:1 enthalt, auf 
dem Wasserbade so weit ein, daf} sich ein Krystallhéutchen 
zu bilden beginnt. Dann bringt man die ausgeschiedenen 
Krystallechen durch einige Tropfen Wasser wieder in Lésung 
und aft die Fliissigkeit erkalten. Es scheiden sich so in reich- 
licher Menge farblose Nadeln aus, in denen die Verbindung 
LiCl, NH, - CH, - COOH, H,O vorliegt. 

Um das anomal zusammengesetzte Amphisalz: LiCl, 
2 NH,-CH,-COOH, H,O zu erhalten, verfahrt man zweck- 
maBig folgendermafben: Man dampft die wisserige Lésung von 
2 Mol. Lithiumchlorid und 1 Mol. Glykokoll weitgehend, aber 
nicht bis zur Bildung eines Krystallhéiutchens, auf dem Wasser- 
bad ein und /aBt sie dann erkalten. Hat man nun die Kon- 
zentrationsverhiltnisse so getroffen, daf erst nach vollstandigem 
Erkalten der Fliissigkeit, dann aber nach einigen Minuten, die 
Krystallisation einsetzt, so scheidet sich meist das gesuchte 
Salz in schénen Tafelchen ab; am sichersten kommt man zum 


oo 
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Ziel, wenn man von einem friiheren Versuch her einige Krystall- 
splitter zum Einsiien zur Verfiigung hat. Ist die Losung relativ 
verdiinnt, so daB sie erst bei liingerem Stehen an freier Luft 
zu krystallisieren beginnt, so entstehen hiufig Krystalle von 
freiem Glykokoll. 

Das normale Amphisalz bildet schéne, flache, gliinzende, 
farblose Nadeln, die bei ca. 136° zu einer fast klaren Fliissig- 
keit schmelzen, aber schon 10° vorher zu erweichen beginnen. 
In Wasser sind sie mit neutraler Reaktion spielend leicht lés- 
lich. Beim Kochen mit absolutem Alkohol werden die Krystalle 
matt, lésen sich aber nur wenig auf. Beim Erwiérmen mit 
Ather behalten die Krystalle ihren Glanz; sie sind in Ather 
ganz unldslich. 

Das anomale Salz besteht aus schénen, schiefwinkligen, 
farblosen, durchsichtigen Tafelchen, die von ca. 100° an merk- 
lich weich werden (von ca. 130° an Bildung einiger Trépfchen) 
und bei 186—190° zu einer klaren Schmelze zusammentfliefen. 
In Wasser sind sie spielend leicht mit neutraler Reaktion l6s- 
lich. Beim Schiitteln mit absolutem Alkohol verwittern die 
Krystalle; kocht man sie mit absolutem Alkohol, so geht etwas 
Substanz in Lésung; die Léslichkeit ist aber nur minimal. In 
gewohnlichem Ather ist der Kérper, auch beim Kochen, ganz 
unléslich. 


Analysen. a) Mono-Glykokoll-Lithiumchlorid. 


Probe I. 
0,1170 g lufttrockene Substanz gaben 0,1228 g AgCl. 
Probe II. 
0,1400 g lufttrockene Substanz gaben 0,1458 g AgCl 
0,2950 » > » zeigten bei 100°, dann bei 140° einen 
Gesamtgewichtsverlust ron 0,0454 g 
0.1450 » der bei 140° getrockneten Probe gaben 0,1774 g Ag(Cl. 
Probe III. 
0,3392 g lufttrockene Substan: verloren bei 100°, dann bei 140° 0,0516 ¢ 
an Gewicht 
0,1060 » der bei 140° getrockneten Probe gaben 0,1296 g AgCl 
0.1816 > » » 140° > > >» 0,0854 » Li,SO,. 
Probe IV. 
0,1516 g Substanz (lufttrocken) gaben 0,1607 g Ag(Cl. 


bo 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 
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Probe V. 
0.2000 g lufttrockene Substanz gaben 0,2103 g AgCl 
0.1267 » > > >» 00,0490 » Li,SO, 
0.1725 3 2 >» Q0,0698 >» » 
O.1805 » > zeigten bei 115° einen Gewichtsverlust 


von 0,0285 g 
0.1525 » der bei 115° getrockneten Substanz gaben 0,1895 g Ag(Cl. 
LiCl, NH, - CH, - COOH, H,0. 








Berechnet: Gefunden: ') 
1. Il. Il. IV. V. 
Li 5,17 - ~- ~- - 4,92; 5,15 
Cl 26,20 25,95 23,75 a 26,22 26,00 
HO 13,30 jae 1532 1521 — 15,79 
V. Li: Cl = 1: 004. 
LiCl, NH,-CH,- COOH. Berechnet: Gefunden: 
IT. IIT. V. 
Li 5,91 os 5.94 on 
Cl 30,20 30,19 30,23 30,73 


Hl. Li: Cl — 1: 1,00. 


b) Di-Glykokoll-Lithiumchlorid. 


Probe I. 
0,1000 g lufttrockene Substanz gaben 0,0684 g Ag(] 
0.1500 » > > > 0,1018 > > 
(0.2160 > : >»  ,0600 » Li,SO, 
(),.2464 » > > verloren bei 100°, dann bei 140° 0,0244 g 
an Gewicht 
0.2070 » der bei 140° getrockneten Substanz gaben 0,1554 g AgCl. 
Probe II. 
(0.2930 ¢ lufttrockene Substanz verloren bei 125° 0,0246 g an Gewicht 
0.1514 » > > gaben 18,5 ccm N (733 mm, 20,3°) 
0,1018 » bei 125° getrocknete Substanz gaben 0,0760 g AgCl 
0.1608 g » 125° > > > 0,0466 >» Li,SO,. 
Probe III. 


0,0966 g lufttrockene Substanz gaben 0,0663 g Ag(l. 


') Der etwas zu hohe Wassergehalt (die H,O-Prozente stimmen auf 
etwa 1,2 Mol. H,O) wird wohl dadurch bedingt, dafi die Krystalle ein 


wenig hygroskopisch sind. 
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LiCl, 2NH, - CH, - COOH, H,0. Berechnet: Gefunden: 
I. II. Il, 
Li 3,30 3,51 — a, 
Cl 16,85 16,92; 16,78 — 16,98 
N= 13,32 = 13,38 — 
H,O 8,56 9.90 840 — 
L Li: oe 2: Oe 
LiCl, 2 NH, - CH, - COOH. Berechnet: Gefunden: 
I. Il. 
Li 3.61 -- 3,66 
Cl 18,43 18,57 18,46 


Hl. Li: Cl = 1: 0,99. 


2. Mono-Glykokoll-Lithiumbromid und Di-Glykokoll- 
Lithiumbromid. 
LiBr, NH,-CH,- COOH, H,O und LiBr, 2.NH,- CH, - COOH, H,0. 


Das normale Salz stellt man am besten so dar, daf man 
eine wasserige LOsung von 1 Mol. Glykokoll und 1,5 Mol. 
Lithiumbromid so weit auf dem Wasserbade eindampft, dab 
sich gerade ein Krystallhautchen zu bilden beginnt, dann die 
Krystillchen durch einige Tropfen Wasser wieder in Lésung 
bringt und die Fliissigkeit erkalten lift. Es scheiden sich dann 
bald die prismatischen Nadeln der Monoglykokollverbindung in 
guter Ausbeute ab. 

Um die Diglykokollverbindung des Lithiumbromids zu 
erhalten, dampft man eine wasserige Lésung von Lithium- 
bromid und Glykokoll, welche die beiden Komponenten im mono- 
molekularen Verhiltnis enthalt, so weitgehend auf dem Wasser- 
bade ein, dafi die Krystallisation erst nach vollstaéndigem Er- 
kalten der Fliissigkeit, dann aber in einigen Minuten, beginnt. 
Es krystallisieren so meist schiéne, tafelférmige Krystalle aus, 
die aus dem gesuchten anomalen Salz bestehen. Vielfach 
kommt es aber auch, namentlich dann, wenn die Loésung zu 
verdiinnt ist und die Krystallisation erst nach langerem Stehen 
derselben einsetzt, zur Abscheidung von freiem Glykokoll. Hat 
man von einem friiheren Versuch her einige Krystalle zum 
Kinséen zur Verfiigung, so bietet die Darstellung des anomalen 
Salzes keine besonderen Schwierigkeiten. 


Q* 
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Die Monoglykokollverbindung bildet prismatische, durch- 
sichtige, luftbestandige Nadeln, die bei 175—176° schmelzen 
und sich in Wasser spielend mit neutraler Reaktion lésen. 
Erwirmt man die Krystalle mit absolutem Alkohol, so ver- 
wittern sie vollstandig; das alkoholische Filtrat hinterlaBt beim 
Verdunsten nur wenig zerflieblichen Riickstand. 

Die Diglykokollverbindung besteht aus schdnen, durch- 
sichtigen, grofen, tafelférmigen Krystallen, die schiefwinklig 
begrenzt sind. Sie sind luftbestandig, verwittern aber beim 
Erhitzen. Bei ca. 223° schmelzen sie zu einer triiben Fliissig- 
keit, bei ca. 235° firben sie sich unter Blaschenentwicklung 
braun. In Wasser lost sich der Korper spielend mit neutraler 
Reaktion; erwarmt man die Krystalle mit absolutem Alkohol, 
so verwittern sie vollsténdig; dampft man das alkoholische 
Filtrat ein, so hinterbleibt nur wenig zerflieBlicher Riickstand. 


Analysen. a) Mono-Glykokoll-Lithiumbromid. 


1. Lufttrockenes Salz. 


0,2038 g Substanz gaben 0,2078 g AgBr 

0,1756 » >» »  0,0506 » Li,SO, 

0,3488 » > » bei 110°, dann bei 135° einen Gewichtsverlust 
von 0,0392 g. 


2. Entwassertes Salz. 


0,1108 g Substanz gaben 0,1284 g AgBr 


0),1254 » » » 0,1456> » 

0,1764 » > >» 0,0574 » Li,SO,. 

LiBr, NH,:CH,: COOH, H,O. Berechnet: Gefunden:') 
Li 3,86 3,64 li: B 

1: Dr 

Br 44,43 43,39 — 1: 1.03. 
H,O 10,01 11,24 

LiBr, NH, - CH, - COOH. Berechnet: Gefunden: 
Li 4,29 4,11 Li: Br 
Br 49,36 49,31; 49,41 = 1: 1,04. 





') Der etwas zu hohe Wassergehalt und der zu niedrige Brom- 
gehalt des Salzes werden wohl dadurch bedingt, dafs die Krystalle etwas 
hygroskopisch sind. 
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b) Di-Glykokoll-Lithiumbromid. 


1. Lufttrockenes Salz. 


0,3388 g Substanz gaben 0,2430 g AgBr 

0,1810 » > +» » 01322> » 4 

0.2690 » > >» bei 110°, dann bei 150° einen Gewichtsverlust 
von 0,0202 g. 


2. Entwassertes Salz. 


0.2348 g Substanz gaben 0,1862 g AgBr 


0,1723 > > >» 0.00411 g Li,SO,. 
LiBr, 2 NH,-CH,-COOH, H,O. Berechnet: Gefunden: 
Li 2,72 ~- 
Br 31,33 30,52; 31,08 
H,O 7,06 7,51. 
LiBr, 2 NH,-CH,: COOH. Berechnet: Gefunden: 
Li 2,93 3,02 Li: Br = 1:0,97. 
Br 33,74 33,75 


3. Mono-Glykokoll-Calciumchlorid. 
CaCl,, NH, - CH, - COOH, 3 H,0. 


Eine wisserige LOsung von 1,5 g Glykokoll und 10 g 
Chlorcalciumhexahydrat?) (molekulares Verhialtnis der Kompo- 
nenten 1:2,3) wird auf dem Wasserbade nach dem Zusatz 
eines Tropfens Essigsiiure so weit eingedampft, dab sich ein 
Krystallhéutchen zu bilden beginnt. Durch einige Tropfen 
Wasser bringt man die Krystéllchen wieder in Lésung und 
laBt nun die Fliissigkeit erkalten. Es scheiden sich dann in 
reichlicher Menge kleine, glinzende, luftbestaindige Blattchen 
ab, die gut auf Ton abgepreft und an der Luft getrocknet 
werden. 

Der K6rper besitzt keinen Schmelzpunkt. Er ist mit neu- 
traler Reaktion spielend leicht léslich in Wasser; in absolutem 
Alkohol lést er sich nur minimal. 





') Die beiden Brombestimmungen rtthren von zwei verschiedenen 
Substanzproben her. 

*) Auf Seite 332 der ersten Mitteilung (Band 81, Heft 4) ist ver- 
sehentlich angegeben worden, dafs Mono-Glykokoll-Calciumchlorid durch 
Anwendung eines Uberschusses von Glykokoll entsteht. 
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Analyse. 
Probe I. 
0,9568 g lufttrockene Substanz verloren bei 120°, dann bei 145° 0,2204 g 
an Gewicht 


0,1708 g bei 145° getrocknete Substanz gaben 0,2629 g Ag(Cl 
0.3570 » » 145° » > »  0,1090 » CaO. 
Probe IL. 
0,4884 g Substanz zeigten bei 145° einen Gewichtsverlust von 0,1124 g 
0,2110 » bei 145° getrocknete Substanz gaben 0,3248 g AgCl. 
CaCl,, NH,-CH,- COOH, 3H,0. Berechnet: Gefunden: 
I. IL. 
H,O 22,50 23,03 23,01 


CaCl,, NH,-CH,-COOH. Berechnet: Gefunden: 
I. Il. 


‘ >) ne €  ] a 
Ss i Ga: Cl = 1: 1,97. 
Cl 38,17 38,08 38.08 


4. Di-Glykokoll-Calciumcehlorid. 
CaCl,, 2 NH, - CH, - COOH, 4 H,O. 


In der ersten Mitteilung (Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 347 
[1912]) befinden sich schon Angaben tiber die Darstellung 
dieses KOrpers durch Eindunsten einer wasserigen LOsung von 
1 Mol. Chlorcalcium und 2 Mol. Glykokoll. Zur Ergénzung 
seien hier noch Analysendaten einer unter Essigséurezusatz 
aus Wasser umkrystallisierten Substanzprobe mitgeteilt. 


Lufttrockenes Salz. 
0,1442 g Substanz gaben 0,1250 g AgCl 


0,1265 » > »  0,0221 » Cad. 
Berechnet: Gefunden: 
Ca 12,04 12,48 Ca: Cl = 1: 1,94. 
Cl 21,29 21,43 


Sehr leicht lat sich die Glykokollverbindung auch durch 
Fillen einer wasserigen Lésung von Chlorcalcium und Gly- 
kokoll mit Alkohol erhalten und zwar folgendermafen: Man 
lést 0,5 g Glykokoll und 10g Chlorcalciumhexahydrat (mol. 
Verhiltnis ca. 1:7) in 10 ccm Wasser, erwérmt die LOsung 
auf dem Wasserbad und gibt zu der heiben Losung 70 ccm 
absoluten Alkohol. Nun schiittelt man gut um und labt die 
zuniichst noch klare Fliissigkeit in einem geschlossenen Gefal 
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ruhig bei gewOhnlicher Temperatur stehen. In wenigen Stunden 
scheiden sich dann in reichlicher Menge schéne, lange, farb- 
lose Nadeln aus, die nach der Formel CaCl,, 2 NH, - CH, - COOH, 
4 H,O zusammengesetzt sind.) 
Analyse. 
0,3760 g lufttrockene Substanz verloren beim Erhitzen bis 160° 0,0827 ¢ 
an Gewicht. 
Berechnet: 21,62°%/o H,O. Gefunden: 21,99°%o H,O. 
0.2930 g der wasserfreien Substanz gaben 0,3263 g AgCl. 
Berechnet: 27,20°%o Cl. Gefunden: 27,55°/o Cl. 


5. Tri-Glykokoll-Calciumchlorid. 
CaCl,, 3 NH, - CH, - COOH. 

Tri-Glykokoll-Calciumchlorid konnte bisher nur durch Fallen 
von Lésungen von Glykokoll und Chlorcalcium mit Alkohol er- 
halten werden. Von den zahlreichen Versuchen, die wir an- 
stellten, um die Bildungsverhiiltnisse dieses KOrpers festzulegen, 
seien hier nur diejenigen angefiihrt, die ein recht reines Pro- 
dukt ergeben haben. 

Versuch |. Fallen einer konzentrierten LoOsung der 
Komponenten mit Alkohol. 

Kine L6sung von 0,5 g Glykokoll und 0,7 g Chlorcalcium- 
hexahydrat (mol. Verhaltnis ca. 1:0,5) in 3 com Wasser wurde 
mit 30 cem absolutem Alkokol versetzt. Es schieden sich all- 
mihlich kleine, glinzende, zum Teil zu Drusen vereinigte 
Blittchen aus, die auf Ton an der Luft getrocknet wurden. 

Versuch IJ. Fallen einer relativ verdiinnten Losung der 
Komponenten mit Alkohol. Es muBte bei diesem Versuch ein 
grofer Uberschuf an Chlorcalcium angewandt werden, da 
sonst in der Hauptsache Glykokoll ausfiel. 

Eine Losung von 0,5 g Glykokoll und 4 g Chlorcalcium- 
hexahydrat (mol. Verhialtnis ca. 1:2,7) in 10 ccm Wasser?) 
wurde mit 70 ccm absolutem Alkohol versetzt. Dann wurde 
das Ganze gut durchgeschiittelt und die zunachst klare Fliis- 





') Man erhilt so den K6rper in Form flacher Nadeln, wahrend 
nach dem erst erwahnten Verfahren mehr prismatische Gebilde entstehen. 

*) Bei Anwendung von nur 1g CaCl,, 6H,O in der Hauptsache 
Ausscheidung von Glykokoll. 
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sigkeit ruhig bei gewOhnlicher Temperatur im verschlossenen 
Gefifi stehen gelassen. Es schieden sich allméhlich ganz ein- 
heitliche, farblose, durchsichtige Blattchen ab, die mit der 
Kante auf dem Boden des Gefifies aufsafen. Sie wurden gut 
auf Ton abgepreft und an der Luft getrocknet. Das so er- 
haltene Produkt war besonders rein. 


Versuch III. Genau so ausgefiihrt wie Versuch II. 
Analyse. Zur Analyse wurden die Substanzproben bei 140° getrocknet; sie 
behielten dabei ihren Glanz und ihre Durchsichtigkeit. Der Gewichts- 
verlust betrug bei Probe I 1,4°/o, bei den Proben II und IIL 0,6 resp. 1°/o. 
Probe I. 
0,1674 g¢ Substanz gaben 0,1396 g AgCl. 
Probe II. 
0.1500 g Substanz gaben 0,1280 g AgCl. 
Probe III. 
0.1250 g Substanz gaben 0,1078 g AgC] 





0.1906 > >» 00770 » CaS0,. 
Berechnet: Gefunden: 
a Il. Il. 
Cl 11,91 -- -— 11,90 Ca: Cl = 1: 2,02. 


Ca 21,13 20,63 21,11 21,53 

Der Korper bildet glanzende, durchsichtige Blattchen, 
die luftbestindig sind und beim Erhitzen nicht verwittern. Sie 
besitzen keinen Schmelzpunkt (bis 250° erhitzt); in Wasser 
sind sie spielend mit neutraler Reaktion léslich, in siedendem 
absolutem Alkohol lésen sie sich nur in Spuren, in siedendem 
Ather tiberhaupt nicht. 


Es gelang nicht, ein Additionsprodukt der Formel CaCl,, 
4 NH, - CH, : COOH darzustellen. Aus einer wasserigen Losung 
von 1 Mol. CaCl, und 4,3 Molen Glykokoll krystallisierte beim 
Verdunsten bei gewohnlicher Temperatur so lange Glykokoll 
aus, bis in der Lésung auf 1 Mol. CaCl, 3,3 Mole Glykokoll 
kamen, dann schied sich ein chlorcalcium- und glykokoll- 
haltiges Produkt ab, das keinen einheitlichen Eindruck machte. 
Fiillungsversuche mit Alkohol fihrten ebenfalls nicht zum Ziel. 
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6. Tri-Glykokoll-Lanthanchlorid. 
LaCl,, 3 NH, - CH, - COOH, 3 H,0. 


Man lést Lanthanchloridheptahydrat (farblose, neutral re- 
agierende, in Wasser leicht und klar lésliche Krystalle) und 
Glykokoll im molekularen Verhialtnis 1:3 in Wasser, gibt einen 
Tropfen Essigsiiure hinzu und lat die Lésung langsam bei 
gewohnlicher Temperatur an freier Luft verdunsten. Es scheiden 
sich dann allmihlich schéne farblose, durchsichtige, prisma- 
tische Nadeln aus, die gut auf Ton abgepreft und an der 
Luft getrocknet werden. 

Der Korper besitzt keinen Schmelzpunkt; er lést sich 
mit neutraler Reaktion leicht und klar in Wasser: in absolutem 
Alkohol und absolutem Ather ist er, auch beim Kochen, unléslich. 


Analysen. a) luftltrockene Substanz. 

0.1826 g Substanz gaben 0.1464 g AgC] 

0,1974 » > »  0,0608 » La,O, (durch direktes Gliihen der Sub- 
stanz bis zur Gewichtskonstanz erhalten). 

0.1506 » > nahmen bei 100° um 0,0156 g an Gewicht ab; beim 


weiteren Erwirmen auf 140° trat keine Gewichtsverinderung mehr ein. 


Berechnet: Gefunden: 

La 26,50 26.26 

Cl 20,30 19.83 La: Cl] = 1: 2,96. 
H,O 10,30 10,36 


b) wasserfreie Substanz. 

0.1528 g einer zweiten bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrockneten 
Substanzprobe gaben 0,0527 g La,O, (gefallt mit wasserigem Ammoniak). 
Berechnet: Gefunden: 

La 29,54 29,41. 


7. Verhalten von Chlorkalium und Kaliumnitrat gegen 
Glykokoll. | 


Siehe hierzu auch Seite 353 der ersten Mitteilung. 


a) Versuche mit Chlorkalium. 


Die folgenden beiden Versuche zur Darstellung eines 
Additionsproduktes von Chlorkalium an Glykokoll verliefen 
ebenso negativ wie die in der ersten Mitteilung angefiihrten. 
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Kine wasserige LOsung dquivalenter Mengen von Chlor- 
kalium und Glykokoll wurde so lange auf dem Wasserbade 
eingedampft, bis sich ein Krystallhiutchen zu bilden begann: 
dann wurden die Krystallchen durch wenig Wasser wieder in 
Losung gebracht.') Beim Erkalten der Fliissigkeit schieden 
sich Krystalle von quadratischem Umrifi ab, die im wesent- 
lichen aus Chlorkalium bestanden, dem aber etwas Glykokoll 
beigemengt war. (0,1472 g Sbst. gaben 0,2415 g AgCl: Gef.: 
40,99°/o Cl: Ber.: auf KCl 47,65°/o Cl). 

Als wir nun — um der Originalvorschrift méglichst nahe 
zu kommen?) — eine wiasserige LOsung von 1 Mol. Glykokoll 
und 1 Mol. Chlorkalium bei gewohnlicher Temperatur neben 
konzentrierter H,SO, eindunsten liefien, krystallisierte primiir 
reines Glykokoll aus. 


b) Versuche mit Kaliumnitrat. 


Da sich bei Horsford (Ann. Bd. 60, S. 37 |1846]) eine 
Notiz findet, dafi das Additionsprodukt von Glykokoll an Ka- 
liumnitrat leicht durch Fillen einer wiasserigen LOsung der 
Komponenten mit Alkohol entsteht, so wurden mehrere der- 
artige Fiillungsversuche durchgefiihrt, aber ohne Erfolg. 

Gibt man zu einer Lésung von 1 g Glykokoll und 1,3 g 
Kaliumnitrat (mol. Verhéltnis 1:1) in 10 cem Wasser Alkohol 
hinzu, so erhilt man je nach der Menge des Fallungsmittels 
Produkte ganz verschiedener Zusammensetzung. 

Es seien hier zunichst die Analysen der einzelnen Fail- 
lungen mitgeteilt. 

1. Fallung durch Zusatz von 15ccm absolutem Alkohol. 


0.2844 ¢ Substanz gaben 0,1436 g K,SO,. Gefunden: 22,66°%o K. 
2. Fillung durch Zusatz von 10ccm absolutem Alkohol. 
0.2140 g Substanz gaben 0,0996 g K,SO,. Gefunden: 20,88%o Kk. 
3. Fillung durch Zusatz von 8ccm absolutem Alkohol. 
0.2539 g Substanz gaben 0,0880 K,SO,. Gefunden: 15,55°%o K. 
0.2876 g > » 00,0988 g K,SO,. Gefunden: 15,42°> K. 


') Die Darstellung der Verbindung von Chlorlithium mit Glykokoll 
gelingt so leicht (siehe weiter oben). 

*) Horsford, Ann., Bd. 60 S. 31 (1846); der Autor hat iibrigens 
nur eine C-Bestimmung seines Additionsproduktes ausgefiihrt. 
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Aus diesen Analysendaten folgt, daf durch relativ wenig 
Alkohol ein sehr glykokollreiches, also KNO,-armes Produkt 
ausfallt und dafi bei wachsendem Alkoholzusatz der KNO,- 
Gehalt der Fallungen zunimmt. Ist schlieBlich der Alkoholzusatz 
so groh, dah fast die ganze geléste Substanz ausgefillt wird 
(das ist bei Versuch 1 der Fall), so stimmt der Kalium- 
gehalt des Niederschlags natiirlich auf die Formel 1 KNO, -+- 
1 NH, . CH, - COOH (Ber.: 22,16°/o K). Es la8t sich also durch 
Fallung mit Alkohol ein einheitliches Additionsprodukt nicht 
erhalten. !) 


b) Verbindungen des Alanins. 
1. Mono-Alanin-Lithiumchlorid. 


LiCl, NH, -CH- COOH, H,O. 


| 
CH, 


Man damptt eine wasserige LoOsung von 1 Mol. d,|-Ala- 
nin und 2,5 Mol. Lithiumchlorid soweit auf dem Wasserbade 
ein, dafi sich gerade eine Krystallhaut abzuscheiden beginnt, 
bringt durch einige Tropfen Wasser die kleinen Krystiillchen 
wieder in L6sung und 1|é6t nun die Fliissigkeit erkalten. Es 
krystallisieren dann allméhlich in reichlicher Menge schoéne, 
farblose, glinzende blattchen aus, die gut auf Ton abgeprebit 
und an der Luft getrocknet werden. 

Das Salz ist luftbestiéndig; es schmilzt bei 127—-128° 
zu einer klaren Fliissigkeit. In Wasser lést es sich leicht 
und klar mit neutraler Reaktion; in absolutem Alkohol ist es, 
auch beim Kochen, fast unl6slich. 

Analyse (lufttrockene Substanz). 


Probe LI. 
0,1102 g Substanz gaben 0,1050 g AgCl 
0.2130 » > » 09,0760 » Li,SO,. 


Probe IL. 
0.1310 g Substanz gaben 0,1230 g AgCl 
0,2112 » »  0,0768 » Li,SO, 
0.2791 : > verloren bei 100°, dann bei 120° 0,0353 g an Gewicht; 


') Das Aussehen der einzelnen Fallungen weist ebenfalls darauf 
hin, daf’ Gemenge vorliegen. 
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neben P,O, betrug die Gewichtsabnahme in ca. 14 Tagen 2,07°/o, dann 
blieb das Gewicht fast konstant. 


serechnet: Gefunden: 

I. Il. 
Li 4,65 4 DO 4,63 I Li: Cl = 1: 1,02. 
Cl 23,72 23,57 23,23 H. Li: Cl = 1: 0,98. 
H,O 12,04 —— 12,65 


2. Di-Alanin-Caleiumehlorid. 


CaCl,, 2 NH, -CH- COOH, 3H,0. 


| 
CH, 


Zur Darstellung dieses Kérpers laft man eine wiasserige 
Losung von 1 Mol. Chlorcalcium und 1,5 Mol. d,l-Alanin !) 
bei gewOhnlicher Temperatur an freier Luft verdunsten. Sollte 
aus der schlieBlich sirupésen Fliissigkeit das Additionsprodukt 
nicht freiwillig auskrystallisieren, so geniigt es, sie einige Mi- 
nuten lang auf dem Wasserbad zu erwarmen und dann erkalten 
zu lassen, um die Ausscheidung von Krystallen zu erreichen. 

Der Kérper bildet schdne, farblose, durchsichtige Nadeln, 
die luftbestiindig sind; sie schmelzen bei 77—78° zu einer 
klaren, ziihen Fliissigkeit. In Wasser lésen sie sich mit neu- 
traler Reaktion spielend leicht auf. In siedendem Ather sind sie 
unldslich, etwas lésen sie sich in siedendem, absolutem Alkohol. 
Analyse (siehe auch Seite 352 der ersten Mitteilung). 

0.3022 ¢ Substanz gaben 0,2520 g AgCl 
0,2558 » » verloren bei 110° bis zur Gewichtskonstanz 0,0408 g H,0. 

Uber P,O, wurde nur ein Teil des H,O-Gehaltes abgegeben; als 
das Salz 6,10°%o H, O (ca. 1,2 Mol. H,O entsprechend) verloren hatte, blieb 
das Gewicht fast konstant. 


Berechnet: Gefunden: 
Cl 20.70 20.63 
H,O 15,74 15,95 


c) Verbindungen der Polypeptide. 
1. Di-Glyeylglycin-Calciumchlorid. 
CaCl,, 2 NH, - CH, - CO — NH - CH, - COOH. 
Die Ve rbindung 
CaCl,, 2 NH, - CH,-€0—NH- CH, - COOH 
ist schon in der ersten Mitteilung (Seite 351) beschrieben worden. 
') Auf Seite 352 der ersten Mitteilung ist irrtiimlicherweise 2 Mol. 


Alanin angegeben. 
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Es war nun von Interesse, ein Salz der Zusammensetzung 
CaCl,, 1 NH, -CH,- CO—NH.- CH,-COOH darzustellen, um so 
ein Analogon entsprechender Verbindungen des Glykokolls und 
Diglycylglycius zu haben; ein solches Salz scheint aber nicht 
zu existieren. 

Aus einer wisserigen Losung von 0,5 g Glycylglycin und 
4 g Chlorcalciumhexahydrat (mol. Ver. 1: 4,8) lassen sich nur 
die haarfeinen, nadelfOrmigen, zerflieBlichen Krystalle von CaCl,, 
6 H,O isolieren. Reduziert man das Molekularverhiiltnis der 
Komponenten auf 1: 1,8 — es ist auch dann noch ein grober 
UberschuB an Chlorcalcium vorhanden —, so gibt die wiisserige 
Losung beim Eindunsten bei gewohnlicher Temperatur eine 
sirupdse Flissigkeit, aus der sich, nach kurzem Erwarmen 
auf dem Wasserbad, durchsichtige, harte, kompakte Krystalle 
ausscheiden, die gut auf Ton abgepreBt und bei 110° getrocknet 
(Gewichtsverlust etwa 2°/o) folgenden Chlorgehalt zeigen : 
0,0971 g Substanz gaben 0,0782 g Ag(l. Gefunden: 19,92%o CL. 

Es liegt also im wesentlichen 

CaCl,, 2 NH,- CH, -CO — NH-CH,- COOH 

vor (Cl-Gehalt 18,89 °/o), dem wahrscheinlich etwas Calcium- 
chloridhydrat beigemengt ist. 


2. Mono-Diglycylglycin-Calciumchlorid. 
CaCl,, NH, - CH, -CO—NH- CH, -CO—NH- CH, - COOH, 3 H,O. 


Diglycylglycin') wurde nach der Methode von E. Fischer, ') 
ausgehend von salzsaurem Glykokollester iiber Diacipiperazin 
erhalten, indem letzteres in alkalischer Lisung mit Chlor- 
acetylchlorid in Chloracetylglycylglycin und dieses dann mit 
wisserigem Ammoniak in Tripeptid verwandelt wurde.?) Die 
Ausbeuten waren folgende: Aus 7,5 g reinem Diacipiperazin 
wurden ca. 11 g rohes Chloracetylglycylglycin (F. = 171—172°) 
erhalten, welche durch Umkrystallisieren aus heifem Wasser 


1) Ber., Bd. 36, S. 2983 (1903); Bd. 37, S. 2500 (1904). 

*) Beim Eintragen von Chloracetylchlorid in die alkalische Lisung 
des Diacipiperazins wird letztere zweckmaéfig auf — 5° (aber nicht 
tiefer!) abgekiihlt. 
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etwa 8 g reinen Chloracetylkérper vom Schmelzpunkt 175° 
gaben. 3 g dieses Chloracetylk6rpers lieferten 1,1 g einmal mit 
Alkohol umgefilltes Tripeptid, dessen Zersetzungspunkt nach 
nochmaligem Umféllen mit Alkohol bei 236° lag. 

Zur Darstellung des Additionsproduktes list man 0,7 g 
Tripeptid und 1 g Chlorcalciumhexahydrat (mol. Verh. 1 : 1,2) 
in wenig Wasser, gibt einen Tropfen Essigsaéure hinzu und labt 
die L6sung bei gewOhnlicher Temperatur an freier Luft langsam 
verdunsten. Es scheiden sich dann allmahlich schéne, durch- 
sichtige, farblose Tafelchen aus, die entweder mit etwas Wasser 
gewaschen (Probe I) oder besser, da beim Waschen mit Wasser 
viel Substanz verloren geht, gut auf Ton abgepreft werden 
(Proben Il und Ill). In jedem Falle werden die Krystalle an 
der Luft getrocknet. 

Der K6rper besitzt keinen Schmelzpunkt; er ist durch- 
aus luftbestindig. In Wasser lést er sich leicht mit schwach 
saurer Reaktion, in Ather ist er unlislich. Erwairmt man die 
Krystalle mit absolutem Alkohol, so verwandeln sie sich in 
ein weifes Pulver; das Filtrat hinterlaBt beim Verdunsten ein 
wenig Riickstand. 

Analysen. 
Probe I. 
0.4123 g lufttrockene Substanz verloren bei 115° 0,0451 g H,O 
0.0992 » bei 115° getrocknete Substanz gaben 0,0898 g AgCl. 
Probe II. 
0,358) g lufttrockene Substanz verloren bei 130° 0,0378 g H,O 
0.1008 » der bei 130° getrockneten Substanz gaben 0,0907 g AgCl 


0.2199» » » 130° > > verloren bei 160° 0,0119 g H,O 

O1184> » » 160° > 2 gaben 0,1116 g AgCl 

0.0880 » » 160° ; > >  0,0388 » CaSQ,. 
Probe III. 


0.2060 g lufttrockene Substanz verloren bei 130° 0,0224 g H,O, dann bei 
160° noch 0,0096 g H,0. 
O1281 >» > > gaben 0,1045 g Ag(Cl 
(0.1740 g der bei 160° getrockneten Substanz gaben 21,75ccm N (730,7 mm, 19°). 
Aus diesen Analysendaten folgt, daf das Salz mit 3 Mol. H,0 
krystallisiert, von denen 2 bei 115—130° abgegeben werden; bei 160° 
wird das Salz wasserfrei. 
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Trihydrat (lufttrockene Substanz). 





Berechnet: Gefunden: 
I, Il. III. 
Cl 20,03 — — 20,18 
Gewichtsabnahme bei 115—130° (2H,O) 10,17 10.94 1054 10,87 
L » 160° (3 H,O) 15,26 — — 15,53 
Monohydrat (bei 115—130° getrocknete Substanz). 
Berechnet: Gefunden: 
I. II. 
C] 22,31 22 40 22,26 
Gewichtsabnahme bei 160° (H,O) 5,68 -- 5,41 


Wasserfreies Salz (bei 160° getrocknete Substanz). 


serechnet: Gefunden: 
lI. Ill. 
Ca 13,33 12.98 — 
C] 23,64 23,32 — 
N 14.01 —- 13.74 


Ca: Cl: N = 2b: 306: 308. 


d) Verbindungen des Betains. 


1. Mono-Betain-Kaliumbromid 
ea 21,0. 
= 3/3 
Man laft eine wadsserige Lo6sung von 0,4 g Bromkalium 
und 1g Betain (mol. Verh. 1: 2'/4) langsam an freier Luft 
verdunsten. Es scheiden sich dann allmahlich in guter Aus- 
beute schéne, durchsichtige, tafelformige Krystalle aus, die auf 
Ton gut abgepreft und an der Luft getrocknet werden. 
Die Krystalle verwittern schon bei schwachem Erhitzen: 
im Schmelzpunktsrdhrchen geben sie bei 90—93° eine ziihe, 
triibe Sechmelze, die an den Wanden des RoOhrchens haftet: 
bei etwa 110° flieit die Schmelze am Boden des Rohrchens 
zusammen. In Wasser lost sich der Korper spielend leicht 
mit neutraler Reaktion, in Ather ist er auch beim Kochen 
unloslich. Erwarmt man ihn mit wenig absolutem Alkohol, so 
bildet sich ein fein krystallinischer Niederschlag von Brom- 
kalium. In viel absolutem Alkohol lést sich der Kérper schon 
bei gewohnlicher Temperatur klar auf. 


KBr, C 
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Analyse (lufttrockene Substanz). 
0,1665 g Substanz gaben 0,1132 g AgBr 


(),2304 » »  0,0720 » K,SO, 
0),2584 » > » 12.15 ccm N (728.9 mm, 13,5"). 
Berechnet: Gefunden: 
K 14,34 14,02 
Br 29,38 28,78 K: Be: N =1: 1,00: 1,06. 
N 98,15 5,30 
2. Mono-Betain-Kaliumjodid. 
~ 
KJ, CHC 70, 2 H,0. 
N(CHs), 


Man lift eine wiasserige Losung von 2g Jodkalium und 
1,3 g Betain (mol. Verh. ca. 1!/4: 1) bei gewOhnlicher Tem- 
peratur im Dunkeln verdunsten. Es krystallisieren dann aus 
der schwach gelb gefirbten Fliissigkeit diinne, lange, farblose 
Tafeln aus, die zum Teil aus parallel verwachsenen, langen. 
flachen Nadeln bestehen; sie werden gut auf Ton abgeprebt und 
an der Luft getrocknet. 

Der Korper sintert schon unter 100° zusammen, bei 
ca. 115° gibt er eine triibe und gegen 140° eine fast klare 
Schmelze. In Wasser lést er sich spielend mit neutraler 
Reaktion. In Ather ist er, auch beim Kochen, ganz unlds- 
lich; dagegen lést er sich schon bei gewohnlicher Temperatur 
gut in absolutem Alkohol. 


Analyse (lufttrockene Substanz). 
0,2394 g Substanz gaben 0,1768 g AgJ 


Q,2520 » » >» 0,0689 » K,SO,. 
Berechnet: Gefunden: 
K 12,27 12,26 KR:J = 1: 1,01. 
J 39,79 39,92 
3. Di-Betain-Kaliumjodid. 
CO 
KJ, 2 CH, oe. 2,0. 
N(CH,), 


Kine wiasserige Lésung von 0,6 g Jodkalium und 1 g 
Betain (mol. Verh. ca. 1:2) gibt beim Verdunsten an freier 
Luft unter Lichtabschlu8 prachtvolle, farblose, durchsichtige, 
tafelformige Krystalle, die schiefwinklig begrenzt sind. Sie 
werden auf Ton gut abgepreft und an der Luft getrocknet. 
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Der Korper schmilzt bei ca. 148 ° zu einer fast klaren Fliissig- 
keit, aber schon 10° vorher sintert er merklich zusammen. Er ist, 
auch beim Kochen, fast unléslich in Ather; gut list er sich, schon 
beigewOohnlicher Temperatur, in absolutem Alkohol. In Wasser ist 
er spielend leicht loslich; die wasserige L6sung reagiert neutral. 


Analysen (lufttrockene Substanz). 


Probe lI. 
0,1220 g Substanz gaben 0,0651 g AgJ 
0,2218 » > > 0,0446 » K,SO,. 
Probe IL. 
0,1295 g Substanz gaben 0,0698 g AgJ 
0,2211 g > » 13,35 cem N (7285 mm; 16°). 
Berechnet: Gefunden: 
[. I. 
K 8,94 9,02 -- KR: J = 1:098 
J 29,11 28,84 29,14 }: N= 1:30 
N 6,42 -- 6,70 
4. Mono-Betain-Baryumchlorid. 
CO 
BaCl,, CH, 70, 41,0. 
N(CH,), 


Man 1a6t eine wiisserige LOsung von 0,4 g Chlorbaryum 
und 1 g Betain (mol. Verh. ca. 1 : 44/2) langsam bei gewéhn- 
licher Temperatur an freier Luft verdunsten. Sobald die Fliissig- 
keit sirupartig geworden ist, scheiden sich lange, diinne, farb- 
lose, prismatische Nadeln aus; sie werden gut zwischen zwei 
Tonplatten abgepreft und an der Luft getrocknet (Probe 1). 
Denselben Korper erhilt man aus 0,6 g Chlorbaryum und 1 g 
Betain (mol. Verh. 1 : 3); Probe II. 

Das Salz ist durchaus luftbestandig. Beim Erhitzen auf 
hohere Temperatur zersetzt es sich unter Trimethylaminentwick- 
lung, ohne vorher zu schmelzen. Es ist mit neutraler Reaktion 
spielend leicht ldslich in Wasser. In absolutem Alkohol lést es 
sich bei gewOhnlicher Temperatur nur in Spuren; beim Kochen 
mit absolutem Alkohol scheidet sich ein weifies Pulver ab. 


Analysen (lufttrockenes Salz). 


Probe I. 
0,1386 g Substanz gaben 0,0998 g AgCl 
0,1896 » > >»  0,1094 » BaSO, 
0,2656 » > » 8,95 ccm N (729,3 mm, 21°). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 
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Probe IL. 
0.1225 g Substanz gaben 0,0863 g AgCl. 
Berechnet: Gefunden: 
I. Il. 
Ba 34,57 33,99 -—- 
Cl 17,85 17,81 17,43 Ba: Cl:N = 1: 2,03:1,06. 
N 3,52 3,66 _ 
). Mono-Betain-Baryumbromid. 
BaBr,, a 
N(CHs), 

Um dieses Salz in modglichst reiner Form, frei von hdheren 
Additionsprodukten, zu erhalten, nimmt man zweckmabig auf 
2 g Baryumbromid 1 g Betain (mol. Verh. ca. 0,8: 1). Man 
lost die beiden Komponenten in mdglichst wenig Wasser und 
labt nun die LoOsung bei gewodhnlicher Temperatur an freier 
Luft langsam verdunsten. Aus der allmahlich sirupdick ge- 
wordenen Fliissigkeit scheiden sich dann lange, durchsichtige, 
farblose Nadeln aus, die den Krystallen des entsprechenden 
Baryumchloridkérpers zum Verwechseln dhnlich sehen. Sie 
werden gut zwischen zwei Tonplatten abgeprefit und an der 
Luft getrocknet. 

Der Ko6rper besitzt keinen Schmelzpunkt; erhitzt man 
ihn auf dem Platinspatel, so bildet sich zunachst eine weibe, 
undurchsichtige Masse, dann tritt Trimethylamingeruch auf und 
es entwickeln sich brennbare Gase. Er ist mit neutraler 
Reaktion spielend leicht léslich in Wasser, lost sich aber nicht 
in Ather. Erwiirmt man die Krystalle mit absolutem Alkohol, 
so verwandeln sie sich in ein weifes Pulver. 


Analysen. 
0.2543 g Substanz gaben 7,6 ccm N (722 mm, 19°). 
0,1409 » > >» 0.1064 g AgBr 
0.1430 » » >» 00,0684 » BaSQ,. 
Berechnet: Gefunden: 
Ba 28,25 28,15 
Br 32,86 32,13 
N 2,85 3,24. 


0, 4H,0. 


Ziirich, Chemisches Universitéts-Laboratorium 
im Marz 1913. 








Untersuchungen iber die Cerebroside des Gehirns. 
III. Mitteilung. 


Von 
H. Thierfelder. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1913.) 


In einer friiheren Mitteilung') wurde iiber Versuche be- 
richtet, aus dem mit Hilfe des Barytacetonverfahrens ge- 
wonnenen Cerebrosidgemenge reine Cerebroside darzustellen. 
Es gelang neben dem Cerebron ein zweites Cerebrosid zu er- 
halten, welches in seinen Léslichkeitsverhiltnissen, seinem 
makroskopischen und mikroskopischen Verhalten durchaus an 
das Kerasin erinnerte, das zuerst von Thudichum und dann 
auch von Parkus sowie von Kossel und Freytag aus 
dem Gehirn dargestellt und beschrieben worden ist. Bei der 
Analyse lieferten aber zwei Priaparate, welche sich aus ver- 
schiedenen Losungsmitteln in ganz gleicher und charakteristischer 
Weise abschieden und auch bei der mikroskopischen Be- 
trachtung keine Unterschiede zeigten, verschiedene Werte. 

Ehe ich die Untersuchung dieses zweiten Cerebrosids 
wieder aufnahm, erschien es mir n6tig, nochmals zu priifen, ob 
auch in der Tat das Barytverfahren ganz indifferent sei. Krystalli- 
siertes Cerebron wurde zwar nach einstiindigem Erhitzen mit 
Barytwasser zu 90,4°/o wiedergewonnen und hatte bei dieser 
Behandlung sein Krystallisationsvermégen bewahrt; auch hatte 
Protagon nach der gleichen Behandlung mit Barytwagser nichts 
von seinem Zuckergehalt eingebift,?) aber das aus dem Baryt- 
acetoncerebrosidgemenge isolierte Cerebron verhielt sich insofern 





') H. Loening und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. 74, 
S. 282 (1911). 

*) H. Loening und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. 77, 
S. 202 (1912). 
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anders, als das nach einem weniger eingreifenden Verfahren 
dargestellte, als es erst nach langerem Kochen mit einer zur 
Loésung unzureichenden Menge Methylalkohol krystallisierte 
und nicht schon sofort. 

Ich habe daher zwei Cerebronpriparate, von denen das 
eine mittels Baryt, das andere in alter Weise hergestellt war, 
genau mit einander verglichen. Diese Versuche finden sich 
auf S. 37ff. beschrieben. Sie fiihrten zu dem Resultat, daB eine 
irgendwie erhebliche Verainderung durch das Barytverfahren 
nicht eintritt. 

Nach diesem Ergebnis habe ich mich wieder der Bear- 
beitung des nach dem Barytverfahren dargestellten Cerebrosid- 
gemenges zugewandt, da es wohl erlaubt ist, die fiir das 
Cerebron gemachten Feststellungen auch auf die andern Cere- 
broside zu iibertragen. 

Ich verzichtete von vornherein darauf, (auBer den schon 
bekannten, der Cerebronfraktion angehérenden) reine Substanzen 
isolieren zu wollen; es war vielmehr meine Absicht, das Gemenge 
in grOfere Fraktionen zu zerlegen, welche sich in ihren Eigen- 
schaften voneinander unterscheiden. 

Bei diesen Versuchen, die auf S. 40ff. mitgeteilt sind, zeigte 
sich wiederum,!) daf die Cerebronfraktion aus einem krystal- 
lisierenden und einem amorphen Komponenten besteht, welche 
beide die gleiche Zusammensetzung haben und das gleiche 
Drehungsvermégen besitzen, sich aber in ihrer Léslichkeit 
unterscheiden. Wéihrend ich ersteren weiterhin Cerebron 
nenne, schlage ich fiir das letztere den Namen Phrenosin 
vor, mit dem Thudichum die ganze Fraktion bezeichnete. 

Neben der Cerebronfraktion wurde eine leicht ldsliche 
abgetrennt und eine dritte, welche in ihrer Loéslichkeit zwischen 
beiden steht. Da diese letztere in ihren Eigenschaften durchaus 
an das Kerasin erinnert, so habe ich sie als Kerasinfraktion 
bezeichet. 

Ein letzter Abschnitt dieser Arbeit (S. 49ff.) beschaftigt 
sich mit der Spaltung dieser Kerasinfraktion. 


‘) H. Loening und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. 68, 
S. 464 (1910). 
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Vergleich des nach dem'Barytacetonverfahren gewonnenen Cerebrons 
(B. A. Cerebron) mit dem nach der alteren Methode erhaltenen. 


Das fiir den Versuch benutzte B. A. Cerebron krystalli- 

sierte vollig. Es enthielt im Mittel von 2 Analysen 69,77°/o C 
und 11,29°/o H, 
0,1179 g gaben 0,3017 g CO, und 0,1210 g H,O = 69,79°/o C u. 11,40°%o H 
0.1134 > > 0,2900> » » O1141> » = 69,75%o >» » 11,18%o >» 
also dieselben Werte, welche auch fiir Cerebron erhalten 
worden sind.') Eine 3,96°/oige Lésung in 75°/o Chloroform 
enthailtendem Methylalkohol drehte bei 50° im 10 cm-Rohr 
+ 0,32°. [a]lp also + 8,1°. Fiir Cerebron war fiir 5°/oige 
Lésungen [a|p = -+- 6,3° bis + 8,4° gefunden worden.?) 

Mit diesem Cerebron (a) und einem nach dem alten Ver- 
fahren dargestellten ebenfalls vollig krystallisierenden (b) fiihrte 
ich je einen Spaltungsversuch durch und verglich die einzelnen 
Spaltungsprodukte qualitativ und quantitativ. Im _ einzelnen 
verfuhr ich in folgender Weise. 

Je 1 g wurde mit 50 ccm 10°/o konzentrierte Schwefel- 
sdure enthaltendem Methylalkohol im K6élbchen am Riickflub- 
kiihler erhitzt. Es trat schnell vollige Lésung ein. Nach 7 stiin- 
digem Kochen und Erkalten in Eiswasser saugte ich den ent- 
standenen schneeweilien Niederschlag ab und wusch ihn mit 
eiskalter methylalkoholischer Schwefelsiéure derselben Kon- 
zentration aus. 

a) Der Riickstand wurde im Scheidetrichter in Ather ge- . 
lést, die L6sung durch Schiitteln mit Wasser von der Schwefel- 
siure befreit, filtriert, mit methylalkoholischer Kalilauge versetzt, 
der dabei entstehende flockige Niederschlag abfiltriert und mit 
Ather gewaschen. 

a) Der Niederschlag léste sich beim Schiitteln mit Schwefel- 
siure im Scheidetrichter sofort auf. Der beim Verdunsten der 
mit Wasser gewaschenen und filtrierten atherischen LOosung 
hinterbleibende Riickstand wog bei a 0,3350 g und schied sich 


1) H. Loening u. H. Thierfelder, a. a. O. 
*) F. Kitagawa u. H. Thierfelder, Ebenda, Bd. 49, S. 288 (1906). 
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aus der heifen alkoholischen Lésung beim Abkiihlen in den 
fiir Cerebronsaure typischen, gelblichen, runden oder gelappten, 
fein radiir gestreiften Gebilden ab. Der entsprechende Riick- 
stand aus b wog 0,1650 g und schied sich aus Alkohol in gelb- 
lichen Rosetten ab, welche ebenfalls aus radiér angeordneten, 
dicht aneinander liegenden Nadeln bestanden. Nach dem Um- 
krystallisieren schmolz das Praparat aus a bei 99—100°, das 
aus b an demselben Thermometer bei 100—101°. Fiir Cere- 
bronsdure hatte ich friiher den Schmelzpunkt bei 99° gefunden. 

B) Das Filtrat samt Waschather wurde mit Schwefelsaure 
und Wasser geschiittelt, die dtherische Lésung filtriert und 
verdunstet. Der Riickstand aus a wog 0,086 g, schmolz bei 
60° und krystallisierte aus Alkohol in feinen, kurzen, gebogenen 
Nadelchen, die meist sternfOrmig angeordnet waren. Der Riick- 
stand aus b wog 0,189 g, schmolz bei 60° und krystallisierte 
aus Alkohol in denselben feinen, kurzen, gebogenen Nidelchen, 
die aber mehr wirr durcheinander lagen. Beide Praparate 
schmolzen nach dem Umkrystallisieren an demselben Thermo- 
meter bei 61—62°. Fiir den Cerebronsiuremethylester hatte 
ich friiher den Schmelzpunkt bei 65° gefunden. 

b) Das Filtrat wurde in einen Erlenmeyer-Kolben ge- 
gossen, mit methylalkoholischer Schwefelsiure nachgespiilt (fiir 
Auswaschen und Nachspiilen wurden im ganzen 25 ccm ge- 
braucht), mit 100 ccm Wasser versetzt, die klare Losung 
auf dem Wasserbad vom Alkohol befreit und dann in einer 
Schale weiter eingedampft, bis sich eine dlige Abscheidung an 
der Oberflaiche zu bilden begann. Diese Abscheidung lief sich 
nach dem Erkalten gut abfiltrieren und auswaschen. Sie wurde 
dann nochmals mit Wasser fein zerrieben, abgesaugt, ge- 
waschen und im Exsikkator getrocknet. 

a) Das Filtrat samt Waschwasser gab nach entsprechender 
Konzentration und Neutralisation des groBten Teils der Schwefel- 
siiure durch starke Natronlauge nur eine ganz minimale Ab- 
scheidung, welche wie ein feiner Staub auf der Oberflaiche 
erschien; ich filtrierte sie ab und vereinigte sie mit der Haupt- 
menge. Das Filtrat wurde auf 150 ccm gebracht und nach 
Bertrand auf seinen Zuckergehalt untersucht. 
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Losung a: 19,4 ccm (-++ 0,6 ccm Natronlauge, welche 
zur Neutralisation notig waren) verbrauchten im Mittel 4,76 cem 
Kaliumpermanganatlosung!) (4,81, 4,69, 4,9, 4,7, 4,7) = 
47,87 mg Cu = 25,46 mg Galaktose = 19,70°/o Galaktose. 

Losung b: 19,1 cem (-++ 0,9 ccm Natronlauge, welche zur 
Neutralisation nétig waren) verbrauchten im Mittel 4,78 ccm 
Kaliumpermanganatlosung!) (4,8, 4,86, 4,71, 4,76) = 48,07 mg 
Cu = 25.56 mg Galaktose = 20,07°/o Galaktose. 

B) Die im Exsikkator getrocknete Abscheidung lief 
sich durch Einwirkung von etwas Ather sehr leicht von dem 
anhaftenden Filtrierpapier befreien. Sie stellte nach vélligem 
Trocknen im Vakuum eine spréde zerreibliche Masse dar, welche 
bei a 0,485 g, bei b 0,521 g wog. Sie wurde fein zerrieben 
und mit 15 ccm absolutem Aikohol erwiarmt: es trat alsbald 
vollige Lésung ein. 

Die beim Abkiihlen der filtrierten L6sung erfolgende rein 
weife krystallinische Abscheidung bestand bei a und bei b aus 
denselben Rosetten und wog abgesaugt und getrocknet bei a 
0,1760 g, bei b 0,1880 g. Beide Priiparate verhielten sich beim 
Erhitzen im Schmelzrdhrchen ganz gleich. Das im Vakuum ein- 
geengte Filtrat hinterliefi einen Riickstand, welcher nach dem 
Trocknen im Exsikkator mit kaltem Alkohol zerrieben und abge- 
saugt wurde. Er sah ebenfalls rein weif aus, wog bei a 0,1555 g, 
bei b 0,1633 g und nach dem Umkrystallisieren aus wenig Alkohol 
0,103 bezw. 0,108. Von den so erhaltenen 4 Krystallisationen 
wurden je 0,0265 ¢ in kleinen Reagenzglisern mit 0,5 ccm 
absolutem Alkohol iibergossen und im Wasserbad langsam 
erwirmt. Die LOsung der aus den beiden ersten Krystallisa- 
tionen stammenden Proben erfolgte friiher als die L6sung der 
beiden anderen. Jene beiden schieden sich beim Abkiihlen 
in Rosetten aus dichter gestellten Nadeln, diese beiden in 
Rosetten aus lockerer gestellten Nadeln ab. Die entsprechenden 
Priparate aus a und b verhielten sich ganz gleich. Nach dem 
mikroskopischen Verhalten und nach der Loslichkeit handelt 
es sich in der Hauptsache um Dimethylsphingosinsulfat. 





’) Titer 1,0035. 
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Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und der Riick- 
stand mit Alkohol aufgenommen. Nach Entfernung eines ganz 
geringen unldslichen Teils durch Filtration schiittelte ich die 
Liésung nach Zusatz von Wasser und Natronlauge mit Ather 
und reinigte die atherische Losung mit Wasser. Der Riick- 
stand, welcher nach Filtrieren und Verdunsten des Athers 
hinterblieb, schied beim Neutralisieren mit alkoholischer Salz- 
siure die charakteristischen glanzenden Krystalle des Di- 
methylsphingosinchlorids aus. Abgesaugt bildeten sie eine 
silbergliinzende Masse, welche bei a 0,026, bei b 0,009 g wog 
und aus Alkohol in schénen glashellen cholesterinéhnlichen 
Tafeln krystallisierte. 

Aus diesem Versuch geht mit Sicherheit hervor, daB eine 
irgendwie erhebliche Verénderung des Cerebrons bei seiner 
Gewinnung mit Hilfe des Barytacetonverfahrens nicht vor sich 
geht. Worauf seine Eigenschaft, weniger leicht in den krystal- 
lisierten Zustand tibergefiihrt zu werden, beruht, vermag ich 


nicht zu sagen. 


Zerlegung des Barytacetoncerebrosidgemenges. 


In der oben angefiihrten Arbeit!) wurde eine Fraktio- 
nierung nach Thudichum vorgenommen (Lésung in heifiem Alko- 
hol und Trennung der oberhalb 28° erfolgenden Abscheidungen 
von den unterhalb 28° stattfindenden). In der vorliegenden 
Untersuchung haben wir uns zur Abtrennung der Cerebron- (oder 
Phrenosin)-Fraktion wieder des fiir diesen Zweck bewahrten 
75°/o Chloroform enthaltenden Methylalkohols bedient. 

Es standen etwa 38 ¢ Cerebrosidgemenge zur Verfiigung, 
welches noch kleine Mengen von Phosphor enthielt. Um es davon 
zu befreien, wurde es nochmals mit heiBem Aceton behandelt. 
Ich teilte dazu das Material in 2 gleiche Halften und benutzte 
zum Auskochen 1—2 1 Aceton. Die Filtration geschah im Heib- 
wassertrichter durch doppeltes Filter. Das Auskochen wurde, 
immer unter Verwendung der gleichen Acetonmenge (1—2 1), so 
oft wiederholt, bis das Filtrat beim Erkalten klar blieb. Ein 9 maliges 
Auskochen erwies sich nétig, wenn auch die Hauptmenge der 


') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 286 (1911). 
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Substanz schon in die erste Auskochung hineinging., Die 
Abscheidungen waren alle flockig bis gallertig, sie wurden ab- 
gesaugt und vereinigt (32 g). Aus der Mutterlauge schied sich 
bei 0° noch 0,2 g ab. Nach Einengen auf die Hiilfte erfolgte 
auch bei 0° keine weitere Abscheidung. Erst als auf 180 ccm 
(zuletzt im Vakuum) eingeengt war, schied sich noch 1,1 g ab. 
Jetzt waren noch 0,8 g in Liésung, wie durch Verdunsten eines 
aliquoten Teils und Trocknen und Wiigen des Riickstandes 
festgestellt wurde. Der durch Aceton nicht geliste Teil wog 
1—2 g. Dieser war stark P- und Ba-haltig, wiihrend die in 
Lésung gegangene Substanz, und zwar sowohl die beim Erkalten 
wieder abgeschiedene als auch die in der letzten Mutterlauge 
vorhandene ganz P-frei war. 0,03 g gaben nach der Ver- 
aschung mit Soda und Salpeter keine Spur einer Gelbfiirbung 
bei der Priifung mit Molybdiénsiure. 

Die 32 g (die unlislichen Anteile und die Abscheidung aus 
der Mutterlauge wurden nicht beriicksichtigt) wurden nun zur 
Abtrennung der Cerebron (Phrenosin)-Fraktion mit 75°/o Chf.-M. 
behandelt. Die fiir diesen Zweck geeignete Menge des Lisungs- 
mittels betrug, wie durch Versuche mit kleinen Quantititen er- 
mittelt worden war, 240 ccm. Die Lésung erfolgte schon bei 
ganz geringem Erwiirmen sehr leicht; die Abscheidung vollzog 
sich in verschlossenem Kolben in charakteristischer Weise an 
der Oberflaiche. Die Filtration ging zuniichst schnell vonstatten, 
wurde aber dann langsamer, indem sich schleimige Abschei- 
dungen bildeten. Der Filterriickstand wurde deshalb mit neuem 
79 °/o Chloroform enthaltenden Methylalkohol gelist und durch 
Warmwassertrichter filtriert. Das Filtrat betrug 100 ccm. Aus 
ihm schied sich wieder beim Stehen in verschlossenem Kolben 
die typische Abscheidung an der Oberfliiche ab. Sie lie sich nun 
gut absaugen und wog nach dem Trocknen 13,25g (1. Fraktion: 
Cerebron (Phrenosin)-Fraktion). Die vereinigten Filtrate gaben 
nochmals eine geringe Abscheidung an der Oberfliiche, welche 
aber nicht abfiltriert werden konnte, da die klare Fliissigkeit 
auf dem Filter alsbald schleimig und unfiltrierbar wurde. Sie 
wurde deshalb mit dem gleichen Volumen Methylalkohol ver- 
setzt. Nach einiger Zeit erfolgte Triibung und Abscheidung, 
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die am nachsten Tag abgesaugt wurde und getrocknet 11,60 g 
wog (2.Fraktion). Da das Filtrat auch auf Zusatz der 4 fachen 
Menge Methylalkohol klar blieb (wie sich an einer kleinen Probe 
feststellen lieb), so wurde es auf etwa 90 ccm eingeengt. Die beim 
Erkalten entstehende und abgesaugte Abscheidung wog nach 
dem Trocknen 6,08 g (3. Fraktion). Die Mutterlauge hinter- 
lie beim Verdunsten im Vakuum einen Riickstand, welcher 
0,61 g wog. Uber Menge, Farbe, Zuckergehalt und Drehungs- 
vermégen der einzelnen Fraktionen gibt die Tabelle Auskunft. 


. | ‘Zuckergehalt (als Drehungsvermigen 
Fraktion| Menge Farbe Galakt. berechn.) 
in %/9 [4]p 


1 | 13,25 | weil | 20,08 | 72 
2 11,60 ganz leicht gelblich’ 19,65 + 0 
: | 
i 





6,08 hellgelb | 17,69 | nicht bestimmt 
| 0,61 gelb | 15,39 | > » 


| | 


KMnO, Cu Zucker 
Fraktion 1. a) 0,1033 g') 4,1 cem*) 39,28 mg 20,73 mg 20,07°» 
0,1255 » 48 » %) 4740 » 25,21 » 20,09%o 
c) eine 4°/oige Lésung in 75°/o Chlorof.-Methylalk. drehte im 
10 cm-Rohr bei 50° = + 0,288°. 
KMn0O, Cu Zucker 
Fraktion 2. a) 0.1250 g 4,83 ccm*) 4627 mg 24,6 mg 19,68°% 
b) 0.1200 >» 4,50 >» " 44,40) » 23, 56 » 19,63 °o 
c) eine 4°/oige Lésung in 75°/o Chlorof.-Methylalk. drehte im 
10 cm-Rohr bei 50° = + O°. 
KMn0O, Cu Zucker 
Fraktion 3. a) 0,1596 g 5,56 ccm*) 53,26 mg = 28,37 17,78°)o 
b) 01187 >» 40 » 8) 3950 » 2089 » 17,60°o 
Fraktion 4. a) 0,2575 » 7,46 » *) 71,47 » 38,65 15,01 °/o 
b) 0,1189 3,60 » °) 35,55 » 18,75 » 15,77%o 


Fraktion I (Cerebron- oder Phrenosinfraktion). 


Sie wurde in 250 ccm 10°/o Chloroform enthaltendem 
Methylalkohol hei gelost und die Loésung zum Zweck einer 


_ Alle Zuckerbestimmungen wurden in der in dieser Zeitschrift, 
Bd. 77, S. 204 (1912), beschriebenen Weise ausgefiihrt. 

y Faktor 9,58. 

%) Faktor 9,875 
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moglichst feinen Abscheidung unter bestiindigem Umschiitteln 
langsam erkalten gelassen. Jetzt wurde wieder unter lebhafter 
Bewegung in einem 40—50° warmen Wasserbad ganz kurze 
Zeit erwarmt und durch einen Warmwassertrichter filtriert. Der 
Filterriickstand kam in den Kolben zuriick und erfuhr wieder 
dieselbe Behandlung. Das gleiche Verfahren wurde sechsmal 
wiederhoit. Die Abscheidungen in den einzelnen Ausziigen glichen 
einander makroskopisch und mikroskopisch. Sie befanden sich 
am Boden und an den Wandungen, von einer klaren Fliissig- 
keit umgeben, und hatten eine flockige Beschaffenheit. Zum Teil 
bildeten sie eine lockere zusammenhiingende Masse, welche 
bei leichter Bewegung ihren Zusammenhang bewahrte, beim 
Schiitteln aber in feine Flocken zerfiel. Mikroskopisch bestanden 
sie aus Kiigelchen verschiedener Gr6dfe. Makroskopisch und 
mikroskopisch handelte es sich um Formen, wie sie auch von 
dem auf andere Weise dargestellten Cerebron bekannt waren. 

Die Abscheidungen aus den ersten drei Ausziigen wurden 
vereinigt (Fraktion 1a) und ebenso die aus den spiiteren und 
diese letzteren wiederum mit dem nicht in LOsung gegangenen 
Teil (Fraktion 1b). 


Fraktion 1a enthielt 18,82°/o Galaktose. [a], = + 7,34° 
» ib ; 20,11 °/o ° > — -{- 7,41° 


Fraktion 1a. 
a) 0,1223 g 4,52 ccm KMnO,') 43,44 mg Cu 23,02 mg Galakt. = 18,82°/o 
b) eine 6,67°/oige Lésung in 75°/o Chlorof.-Methylalk. im 10 cm-Rohr bei 
50° drehte + 0,49°. 
Fraktion 1b. 
a) 0,1166 g 4,6 ccm KMnO,') 44,21 mg Cu 23,45 mg Galakt. = 20,11°%/o 
b) 01120 » 4,43 » >» 1) 4257 » » 29254 » > == 20,12°o 
c) eine 5,26°/oige Lisung in 75°%o Chlorof.-Methylalk. im 10 cm-Rohr bei 
50° drehte -+- 0,39 ° 
Aus den vereinigten Mutterlaugen schied sich nach Ein- 
engen 0,74 g Substanz mit einem Galaktosegehalt von 18,30°/o 
ab. Das Filtrat von dieser Abscheidung enthielt nur noch 
0,16 g Substanz. 
Fraktion 1b krystallisierte bei der Krystallisationsprobe 





') Faktor 9,61. 
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teilweise, nachdem vorher eine Zeitlang am RickfluBkiihler 
mit zur Loésung unzureichender Menge 10°/o Chloroform 
enthaltendem Methylalkohol gekocht worden war. Fraktion 1a 
krystallisierte auch nach dieser Behandlung nicht. Beide Unter- 
fraktionen wurden nun nochmals, jede fiir sich, durch Extraktion 
mit 10°/oigem Chloroformmethylalkohol bei 40—50° in der 
oben beschriebenen Weise zerlegt. Die dabei gewonnenen 
schwerstléslichen Teile von 1b krystallisierten jetzt nach vor- 
ausgegangenem Kochen (siehe oben) vollig, die leichtloslichen 
gar nicht, die zwischenliegenden teilweise, wahrend von der 
Fraktion 1a auch die schwerstléslichen Teile keine Krystalli- 
sation zeigten. Unter Benutzung der oben vorgeschlagenen 
Nomenklatur, nach der mit Cerebron der krystallisierende, mit 
Phrenosin der nicht krystallisierende Komponent der Fraktion 1 
zu bezeichnen ist, betrug die Menge des erhaltenen Cerebrons 
5,1 g, die des Phrenosins 1,8 g. Bei der polarimetrischen 
Bestimmung wurde fiir das Cerebron [a], = -+ 8,1°, fir 
das Phrenosin [a], = -+ 7,4° gefunden. 
Cerebron: eine 3,96°/oige Lésung in 75 °/o Chlorof.-Methylalk. im 10 cm-Rohr 
drehte bei 50° + 0,32°. 
Phrenosin: eine 5°;oige Lésung in 75°/» Chlorof.-Methylalk. im 10 cm-Rohr 
drehte bei 50° -++ 0,37°. 

Die Differenzen liegen innerhalb der Fehlergrenzen fiir 
mein Auge. 

Das Cerebron enthielt 69,77°/o C und 11,29°/o H (siehe 
S. 37), das Phrenosin wurde nicht analysiert. Es erschien das 
unnotig, da schon Analysen des nach dem alten Verfahren dar- 
gestellten Phrenosins vorlagen,') aus denen hervorgeht, dah es 
die gleiche Zusammensetzung wie das Cerebron besitzt. Dagegen 
wurde noch eine Polarisation des nach dem alten Verfahren ge- 
wonnenen Phrenosins ausgefihrt. Sie ergab [a], = —+- 7,4°. 
Kine 5.4°%oige Lésung in 75°/o Chlorof.-Methylalkohol drehte im 10 em-Rohr 

bei 50° = + 0,40°. 

Es moégen hier noch Analysen des Cerebrons in krystalli- 
siertem und in amorphem Zustande mitgeteilt werden. Das 
Priiparat war nach dem alten Verfahren (also ohne Baryt) 


') H.Loeningu.H. Thierfelder, Diese Zeitschr., Bd. 68,S. 464 (1910). 
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dargestellt und in ganz besonders sorgfiiltiger Weise von 
Phrenosin befreit worden. 

Das in krystallisiertem Zustande analysierte Praparat 
ergab im Mittel: 70,20°/o C, 11,20°/o H und 1,71°%/o N. 

Das in amorphem Zustande analysierte Priaparat ergab 
im Mittel: 70,48°/o C und 11,16°/o H. 

Krystallisiert : 
0,0972 g gaben 0,2495 g CO, und 0,0985 g H,O = 70,01°/o C u. 11,26°% 0 H 
0,0822 » >» 0,2122> » » O0824>» » = 70,40% » » 11,14%% >» 


0,3808 » verbrauchten nach Kjeldahl 4,65 cem "/1o-Séiure == 1,71°/o N 
Amorph: 

0,1033 g gaben 0,2676 g CO, und 0,1043'g H,O = 70,65°/o C u. 11,22°/o H 

0,0854 >» » 00,2202» » » O0,0853 >» » = 70,32%o » » 11,10%o » 


Die Elementaranalyse deckt also keinen Unterschied 
zwischen diesen beiden Abscheidungsformen auf. 

Cerebron und Phrenosin stimmen in Zusammensetzung und 
in spezifischer Drehung tiberein. Die bisjetzt festgestellten Unter- 
schiede bestehen in der etwas leichteren Léslichkeit des Phrenosins 
z. B.in 10 oder 20°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol oder 
in 20°/o Chloroform enthaltendem Aceton beim Erwiirmen auf 40 
bis 50° und in der leichten Gelbfairbung, welche beim Erhitzen mit 
siurehaltigem Alkohol auftritt.!) Der Spaltung ist das Phrenosin 
noch nicht unterworfen worden. Es ist nicht ausgeschlossen, dal} 
sich hier ein Unterschied in bezug auf den Siurekomplex ergibt. *) 


Fraktionen 2 und 3. 


Fraktion 2. Eine durch gelindes Erwiirmen hergestellte 
Lésung in 75°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol ver- 
wandelte sich bei Zimmertemperatur in eine schleimige faden- 
ziehende Masse, auch eine 4°/oige Lésung verhielt sich noch so. 
Um eine Fraktionierung zu bewirken, wurde die ganze Menge in 
250 cem 75°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol geldést 
und die Lésung nach und nach in langeren Pausen mit Methyl- 
alkohol versetzt. Nach Zusatz von 200 cem (42°/o Chloroform) 





') H. Loening u. H. Thierfelder, a. a. O. 

*) Bei der Schwierigkeit der Reindarstellung dieser Substanzen ist 
die Méglichkeit, da’ in dem Phrenosin ein mit kleinen Beimengungen be- 
baftetes Cerebron vorliegt, nicht ganz von der Hand zu weisen. Ks ist 
mir aber unwahrscheinlich. 
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entstand ein reichlicher Niederschlag. Er wurde abfiltriert (Frak- 
tion 21), das Filtrat schied bei 0° einen weiteren Niederschlag 
ab, welcher ebenfalls abgesaugt wurde (Fraktion 2). Das 
neue Filtrat hinterlieS} beim Einengen im Vakuum einen Riick- 
stand (Fraktion 2 8), 

Fraktion 3. Sie war wesentlich loslicher in 75°/o Chloro- 
form enthaltendem Methylalkohol als Fraktion 2. Eine 5°/oige 
Lodsung blieb dauernd klar, auch beim Abkihlen unter der Wasser- 
leitung; eine 25°/oige LOsung blieb bei Zimmertemperatur klar, 
bildete aber unter der Wasserleitung Abscheidungen. Um eine 
Fraktionierung zu bewirken, wurde die ganze Menge in 24 cem 
79°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol gelést und die 
Losung mit 40 ccm Methylalkohol versetzt (28 °/o Chloroform). 
Es entstand ein reichlicher Niederschlag, welcher abgesaugt 
wurde (Fraktion 3!). Das Filtrat gab beim Einengen im Va- 
kuum eine weitere Abscheidung (Fraktion 3?) und das neue 
Filtrat hinterlie} beim Verdunsten im Vakuum einen Riickstand 
(Fraktion 3 3), 

Die Mengen und der Zuckergehalt der einzelnen Frak- 
tionen finden sich in der Tabelle zusammengestellt, zusammen 


mit den Mengen und dem Zuckergehalt der Mutterfraktionen. 








Zucker Zucker (als Galak- 
Fraktion | Menge ! Fraktion Menge tose ber.) 
< 
: /o | g 
7,0 l 18,91 1,32 ) 


11,60 19,65) 2,28 9 3,0 * 11,05 15,93 | 0,48 
| ca 1.05) 18,16 0,19 








| 4,0 19,48 | 0,78 

6,08 | 17,69) 1,08]; 1,621 5,78 | 13,37) 0,22 

| s | 0,16 | 14,8 | 0,02 
KMn0O, ') Cu Zucker 

Fraktion 2', a) 01131 g 4,25cem 40,71img 21,53 mg  19,04°/o 

b) 0.1183 > 420 >» 40,24 >» 2128 » 18,78% 

Fraktion 2%. 0,1186> 42 » 40,24 21,28 » 15,93 %/o 

> 25 01075> 3,86 >» 36,98 19,52 > — 18,16 %o 

> 381 0,1196> 438 » 41,48 21,94 » 19,48 %o 

> 3% O0181> 301 » 28,88 15,12 > 13,37 °Jo 

38, 0,1263 >» 3,7 35,45: 18,7 > 14,8 °%o 




















‘) Faktor 9,58. 
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Auf Grund des hohen Zuckergehaltes und der mikro- 
skopischen und makroskopischen Ubereinstimmung in der Ab- 
scheidung wurden nun die Fraktionen 2! und 3! miteinander ver- 
einigt und in der oben beschriebenen Weise mit 10°/o Chf.-M. bei 
40—d0° extrahiert. Bei 3maliger Behandlung war vdéllige Lésung 
eingetreten. Bei den beiden ersten Abscheidungen lieB sich 
(6—7°/o Lsg. in 75°/o Chf.-M. bei 50°) eine ganz schwache 
Rechtsdrehung feststellen, bei der dritten nicht, doch stand diese 
nur in so geringer Menge zur Verfiigung, dai die Konzentra- 
tion eine viel schwachere war. Der Zuckergehalt betrug 19,72, 
19,33 und 19,0°/o. Diese 3 Portionen wurden nun mit 2 andern, 
welche aus anderm Barytacetoncerebrosidgemenge erhalten 
worden waren und in hohem Zuckergehalt (20,47°/» und 19,64°/o), 
Art der Abscheidung und in schwachem rechtsseitigem Dre- 
hungsvermogen mit ihnen tibereinstimmten, fiir die weitere Unter- 
suchung vereinigt. 

Die Fraktionen 2° und 3 ? waren sehr viel leichter l6slich 
als die eben besprochenen, sie liefen sich z. B. aus 10°/o 
Chf.-M. nicht fraktionieren, da bei 40—50°/o sofort alles in 
Losung ging und beim Erkalten keine Abscheidung erfolgte. 
Sie wurden mit der Fraktion 22, welche in bezug auf die Lés- 
lichkeit eine Mittelstellung einnahm, aber auch einen geringen 
Zuckergehalt hatte, vereinigt. 

Die Fraktionen 2 und 3 waren also so in einen schwerer 
loslichen Anteil, welcher 19—20°/o Zucker enthielt und schwach 
rechts drehte, und einen leichter léslichen, welcher weniger 
Zucker enthielt, zerlegt worden. Daf von einer scharfen Tren- 
nung keine Rede sein kann, dafi besonders in dem leichter 
loslichen Teil noch schwerer lésliche Anteile enthalten sein miissen, 
kann nicht zweifelhaft sein. 


Der schwerer loésliche Anteil der Fraktionen 2 und 3 
(Kerasinfraktion). 


Seine Menge betrug (einschlieflich der oben erwiihnten 
Portionen anderer Darstellung, welche das gleiche Verhalten 
zeigten und hinzugenommen worden waren) 15,3 g. 

Er wurde wiederum einer fraktionierten Extraktion mit 
10°/o Chf.-M. bei 40—50° unterworfen; bei der 3. Behand- 








Yi 
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lung ging fast alles in Lésung, der Rest wurde durch Erhitzen 
in Lésung gebracht. 

Die Abscheidungen erfolgten aus den drei ersten Ausziigen 
fiir die makroskopische und mikroskopische Betrachtung in ganz 
aihnlicher Weise und ebenso, wie es auch bei den Fraktionen vor 
der letzten Vereinigung der Fall gewesen war. Sie unterschieden 
sich aber durchaus von den Ausscheidungen der Fraktion I aus 
dem gleichen Lésungsmittel. Sie waren viel massiger und 
fester zusammenhiingend, nahezu die ganze Fliissigkeit erfiillend. 
Mikroskopisch bestanden sie aus einem Gewebe feinster Faden, 
welche z. T. radiiir angeordnet sind, so daf Rosetten entstehen, 
welche sich gegenseitig beriihren und in einander tibergehen 
z. T. Wirbel bilden. In dieses Fadenwerk eingebettet liegen 
rundliche Gebilde. z. T. einzeln, z. T. zu mehren oder vielen 
beieinander. Die Ausscheidung aus der letzten Lésung ver- 
hielt sich makroskopisch und mikroskopisch anders, aber auch 
von der Ausscheidung der Fraktion 1 ganz verschieden. Ihre 
Menge war aber nur ganz gering (0,18 g). Beim Einengen der 
gesamten Mutterlauge im Vakuum bis zur Trockne hinterblieben 
nur 0,74 g = 4,8°/o. 

Ich habe diese Fraktion Kerasinfraktion genannt, weil 
sie in ihrer Léslichkeit und der Art sich abzuscheiden durch- 
aus an das Kerasin erinnert. Die folgende Tabelle enthiilt 
die Angaben iiber die Menge der drei Unterfraktionen, ihren 
Zuckergehalt und ihr optisches Verhalten. 




















Kerasin- | Gacker- 
| Menge | gehalt Optisches Verhalten 
fraktion | | — % 
i | 594 | 19,36 inaktiv') 
2 | 5,72 19,53 ganz schwache Rechtsdrehung 
3 | 2,08 | 19,56 | vielleicht ganz schwache Rechtsdrehung 


') Die Inaktivitiit des Kerasins ist schon von Levene und Jacobs 
(Journ. of Biol. Chemistry, Vol. 12, p. 389, 1912) beobachtet worden. Der 
von diesen Autoren aufgestellten Hypothese, dafs es sich bei den Cere- 
brosiden um stereoisomere Substanzen handelt, auf die hin sogar schon 
eine neue Nomenklatur vorgeschlagen wird, vermag ich auf Grund der 
spiter mitzuteilenden Ergebnisse der Spaltungsversuche der Kerasin- 
fraktion nicht zuzustimmen. 
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KMnQ, ') Cu Zucker (als Galaktose ber.) 
0,1148 g +18 ccm 42,01 mg 22,23 mg 19,362» 
0,1172 » 4.30 » 43,21 » 22.89 >» 19,53 °/o 
0.1106 >» 4,07 » 40,90 » 21,63 >» 19,56 °/o 


Die Polarisationen wurden mit 6,7°/oigen LOsungen in 
75°/o Chloroform enthaltendem Methylalkohol im 10 em-Rohr 
bei 50° ausgefiihrt. 

Die Analysen der 3 Fraktionen, welche zur Orientierung 
dienen sollten, haben folgendes Resultat ergeben: 
a 




















Kerasinfraktion Kerasinfraktion Kerasinfraktion 

2 3 
(; 70,87 70,43 71,17 71,51 70,46 | 70,50 
H 11,39 | 11,23 113% | 11,36 11,20 | 11,23 
N 1,60 _ 1,57 | — im: | - 


Fraktion 1. 
0,1044 g gaben 0,2713 g CO, u. 0.1070 g H,O = 70,87°0 C u. 11,39%/o H 


01094 > » O2825> » » 01106> » = 70,43% » » 11,23%o >» 
0,4124 g verbrauchten nach Kjeldahl 4,7 cem /1o-Siiure = 1,60 N. 


Fraktion 2. 
0,1106 g gaben 0,2886 g CO, u. 0,1129 g H,O = 71,17% C u. 11,349 H 
0.1154 > » 0,3026> » » O1180>» » = 71.51% » » 11,36% >» 
0,2520 » verbrauchten nach Kjeldahl! 2,83 ccm /10-Séure = 1,57°/o N. 
Fraktion 3. 
0,1004 g gaben 0,2594 g CO, u. 0,1012 g H,O == 70,46°/o C u. 11,20°/o H 
0,0906 > » 0,2342 » » » 0,0916 » > = 70,50 °/o ~ * 11,23 Jo 
0,2621 >» verbrauchten nach Kjeldahl 3,1 ccm 10-Siure = 1,66°%o N. 


Die C- und H-Werte sind etwas hoher, die N-Werte niedriger, 
als die von den friiheren Untersuchern fiir Kerasin gefundenen. 


Der leichter lésliche Anteil der Fraktionen 2 und 
3 wurde noch nicht untersucht. 


Spaltung der Kerasinfraktion. 


Es wurden drei Spaltungsversuche mit der Kerasinfrak- 
tion 1 und zwei mit der Kerasinfraktion 2 unternommen und in 


‘) Faktor 1,005. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXYV. 
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derselben Weise, wie oben (S. 37) fiir das Cerebron beschrieben, 
durchgefihrt. Ich ging von gewogenen Mengen aus und ver- 
fuhr mOglichst quantitativ. Die Kerasinfraktionen 1 und 2 ver- 
hielten sich vollig gleich. 

Ein auffallender Unterschied gegeniiber der Cerebron- 
spaltung zeigte sich sofort. Wiahrend fiir 1 g Cerebron 50 cem 
10°/o H,SO, enthaltender Methylalkohol geniigten, um die 
Fliissigkeit wahrend der Spaltung dauernd klar zu erhalten, 
war das bei dem Kerasin nicht der Fall. Es trat zwar auch 
beim Erhitzen sofortige L6sung ein, aber nach etwa °/4stiindigem 
Kochen begann eine Opalescenz aufzutreten und etwas spiter 
zeigten sich Oltropfen an der Oberfliche, die, einmal gebildet, 
auch auf Zusatz von mehr Loésungsmittel nicht wieder ver- 
schwanden. Die Olbildung laBt sich aber vermeiden und die 
Opalescenz sofort zum Verschwinden bringen, wenn man, sobald 
die Triibung auftritt, einige Kubikzentimeter schwefelséure- 
haltigen Alkohols zufiigt. Die Triibung erscheint im Verlauf des 
Kochens noch mehrmals, laBt sich aber stets durch Zusatz von 
etwas Lésungsmittel beseitigen. Nach Zusatz von 20—30 ccm 
ist die Gefahr voriiber und die Fliissigkeit bleibt bis zum SchluB 
(7—8 Stunden) klar. 

Auferdem wurden noch folgende Abweichungen beob- 
achtet. Die von dem beim Erkalten des Hydrolysats auf- 
tretenden Niederschlag abfiltrierte alkoholische Fliissigkeit gibt 
mit Wasser zuniichst eine Triibung, welche auf Zusatz von 
mehr Wasser wieder verschwindet; dasselbe ist beim Cerebron 
der Fall. Beim Erhitzen erfolgt aber aufs neue eine starke 
nach einiger Zeit wieder v6llig verschwindende Triibung, was 
beim Cerebron nicht beobachtet wurde. Ferner: die freie Base, 
welche aus der Mutterlauge des Sulfats dargestellt wurde, 
krystallisierte beim Verdunsten ihrer atherischen Lésung vdllig, 
ebenfalls im Gegensatz zu den Beobachtungen beim Cerebron. 

Einen Uberblick tiber die Mengen der bei den einzelnen 
Spaltungen erhaltenen Produkte gibt folgende Tabelle, in die 
auch die bei der Cerebronspaltung gewonnenen Werte ein- 


getragen sind. 
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Untersuchungen iiber die Cerebroside des Gehirns. 
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Diese Ubersicht zeigt deutlich, daB jedenfalls grofe Ver- 
schiedenheiten in dem Aufbau der Kerasinfraktionen und des 
Cerebrons nicht bestehen. Die geringere Menge von «Siure 
+ Ester» (Spalte 2) und Hand in Hand damit die griBere 
Menge der «Abscheidung aus der eingeengten sauren wisse- 
rigen Lésung» (Spalte 4), welche aus den Kerasinen erhalten 
wurden, erkléren sich leicht aus der gréferen Quantitét des 
angewandten Lésungsmittels, aus dem die Abscheidung beim 
Krkalten weniger vollstindig erfolgte, die geringere Menge 
von «Sulfat» (Spalte 5) daraus, daB es aus einer weniger 
reinen (mehr Siéure und Ester enthaltenden) Losung unvoll- 
stiindiger ausfiel. 

Die Untersuchung der einzelnen bei der Spaltung erhal- 
tenen Rohprodukte ergab folgendes: 

Sulfat. Aus den vereinigten Sulfaten, welche Linksdrehung' ) 
zeigten, wurde die freie Base gewonnen und aus dieser wieder 
das Sulfat. Aus dem beim Absaugen des Sulfats erhaltenen 
Filtrat und ebenso aus der bei seiner Umkrystallisation ge- 
wonnenen Mutterlauge stellte ich wieder die freie Base her. 
Sie gab beim Neutralisieren mit alkoholischer Salzsaéure ein 
typisches Chlorid, welches mit den andern Chloriden vereinigt 
wurde. Das Sulfat kam direkt (1) und nach nochmaliger Um- 
krystallisation (2) zur Analyse. 

Kin zweites Praéparat gewann ich aus dem Rohsulfat 
einer Spaltung, zu der auBer der Kerasinfraktion 1 und 2 noch 
die Kerasinfraktion 3 und ein anderes ebenfalls nach dem Baryt- 
verfahren dargestelltes Kerasin verwendet worden war. In 
diesem Falle wurde die aus dem Sulfat dargestellte Base direkt 
mit Salzsiiure neutralisiert, das abgeschiedene Chlorid abgesaugt, 
das Filtrat von einer beim Einengen auftretenden zweiten 
Chloridabscheidung befreit und zur Trockne verdunstet. Der 


') Zur Priifung auf optische Aktivitét diente das Rohsulfat aus Ke- 
rasinfraktion 2. Daf\ Sphingosinsulfat linksdrehend ist, haben Levene und 
Jacobs (Journ. of Biol. Chem., Vol. 11, p. 547, 1912) festgestellt. Ich 
hatte friiher (Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 29, 1904) in dieser Beziehung 
geschrieben: «QOptisch-aktiv scheint das Sphingosinsulfat nicht zu sein, 
indessen miissen Versuche mit konzentrierteren Lisungen angestellt 


werden.» 
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Riickstand léste sich jetzt bis auf eine leichte Triibung in 
Ather. Die aus ihm gewonnene Base wurde in das Sulfat 
iibergefiihrt und dieses nach zweimaligem (3) und dreimaligem 
(4) Umkrystallisieren analysiert. 





L : 9 | 3 | 4. Sphingosin- | Dimethylsphingosin- 
| 








| | sulfat | sulfat 
C | 62,38 | 61,66| 62,60| 62,94; 61,08 62,98 
} 
H . . «| 11,15] 11,11] 11,25] 1141] 10,78 | 11,05 
nSO...|meni| —|—-};— | mae | 13,54 
1. 0.1030 g gaben 0,2356 g CO, u. 0,1034 g H,O = 62,38°/o C u. 11,15%o H 
0,1115 > >»  0,0398 » BaSO, = 14,920 H,SO, 
2. 0,0794 > > 00,1795 > CO, u. 0,0794 g H,O = 61,66°Jo © u. 11,11 %Jo » 
3. 0,0880> > 0,2020> > » O0891> » = 62,60%o >» >» 11,25%o » 
‘00819 > > 0,1890> > » O,0841 > >» = 62,94%> >» » 11,41%o » 


Das Priiparat 3/4 ist darnach Dimethylsphingosinsulfat, 
das Priparat 1/2 ein Gemenge von diesem und Sphingosinsulfat. 

In Ubereinstimmung damit steht, daB das Priiparat 4 ganz 
frei von den fiir das Sphingosinsulfat charakteristischen spiebigen 
Krystallen war, wihrend diese in den Praparaten 1 und 2 neben 
den zu Rosetten angeordneten nadelf6rmigen vorhanden waren. 

DaB eine Trennung von Sphingosin und Dimethylsphin- 
gosinsulfat grobe Schwierigkeiten hat und besonders bei so 
kleinen Mengen, wie sie hier zur Verfiigung standen, unausfiihrbar 
ist, war mir schon von der Spaltung des Cerebrons bekannt. ') 
Dort wurden bei der Analyse der Sulfate ganz ahnliche Werte 
erhalten. 

Alle Praparate zeigten die charakteristische Eigenschaft, 
beim Absaugen eine elastische Beschaffenheit anzunehmen. 

Chlorid. Zur Analyse kamen 2 Praparate, welche dem- 
selben Material entstammten wie die beiden Sulfate. Sie 
krystallisierten aus Alkohol in den charakteristischen glas- 
hellen cholesterinartigen Tafeln. 


1) F. Kitagawa und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. 49, 
S. 286 (1906). 
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:. | 2. | Dimethylsphingosinchlorid 
C....| 66,09 | 64,96 | 65,18 
Re ale | 11,60 | 11,79 | 11,52 


1) 0,0638 g gaben 0,1546g CO, u. 0,0666 g H,O = 66,09 %o C u. 11,60 °/> H 
2) 0,0922> » 0,2196> » » 00978» » = 64,96 >» « » 11,79 » >» 

Auffallenderweise lag der Schmelzpunkt bei 139°, wahrend 
friiher fiir Dimethylsphingosinchlorid 132—133° gefunden 
worden war.') Ein 4lteres aus Protagon dargestelltes Sphin- 
gosinchlorid zeigte ebenfalls den hohen Schmelzpunkt. Dieser 
Widerspruch bedarf noch der Aufklarung. 

Siure und Ester. Die Rohsubstanzen aus den _ be- 
schriebenen Spaltungsversuchen (1,3845 g) liste ich gemeinsam 
in Ather, fallte mit methylalkoholischer Kalilauge, filtrierte den 
Niederschlag ab, wusch ihn mit Ather, verrieb ihn dann in 
der Reibschale griindlich mit Ather und filtrierte wieder. 

Niederschlag. Er wurde im Scheidetrichter mit Schwefel- 
siiure und Ather geschiittelt, die aitherische Lisung mit Wasser 
gewaschen, filtriert und verdunstet. Der Riickstand wog 0,28 g 
= 6°/o der Kerasinmenge, aus der er stammte. Die Substanz 
krystallisierte aus Alkohol in den charakteristischen Formen 
der Cerebronsdure, zeigte Rechtsdrehung ?) und schmolz bei 97°. 
Ich hatte friiher fiir die Cerebronsiure den Schmelzpunkt bei 
99° gefunden. 

Die Analyse ergab 75,18°/o C und 12,55°/o H, wahrend 
Cerebronsiure 75,38°/o C und 12,56°/o H verlangt. 

0,0920 g gaben 0,2536 g CO, und 0,1039 g H,O = 75,18 °/o C und 12,55 Jo H. 

Die bei der Untersuchung einer anderen Kerasinspaltungs- 
fliissigkeit an dieser Stelle gefundene Saure wurde in das Natron- 
salz tibergefihrt, das nach 2 maliger Krystallisation aus 96°/oigem 
Alkohol bei der Analyse 5,47 °/o Na (0,1421 g gaben 0,0240 ¢ 
Na,SO,) lieferte. Cerebronsaures Natrium enthalt 5,48 °/o Na. 

Es handelt sich also um Cerebronsiure, welche aber in 
nur geringer Menge (6°/o) aufgetreten ist. 


') F. Kitagawa und H. Thierfelder a. a. O. 
*) Die Rechtsdrehung der Cerebronsiure ist von Levene und 
Jacobs (Journ. of Biolog. Chem. Vol. 12, p. 381, 1912) festgesteilt worden. 
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Filtrat. Der beim Verdunsten hinterbleibende Riickstand 
wog 1,0255 g = 22°/o des Kerasins, aus dem er stammt. Er 
krystallisierte aus Alkohol in hellen Tafeln und bildete abge- 
saugt eine silbergliinzende, etwas ziihe und nicht zerreibliche 
Masse. Die alkoholische Lisung reagierte neutral. Schmelz- 
punkt 57°. Eine 14,12°/oige Lésung in Chloroform zeigte im 
20 em-Rohr keine Drehung. Denselben Korper erhielt ich in 
ihnlicher Ausbeute aus allen untersuchten Kerasinpraparaten 
und zwar 
aus 3g der Kerasinfraktion 1 u.2 nach dem Umkrystallisieren 0,454 g == 15°/o 
>1>» > , 3B» » > 0,18 » = 18%o 
» 2» Kerasin . » » 0,36 » = 18°) 
Alle diese 4 Priiparate verhielten sich ganz gleich. Gleich 
konzentrierte und gleich warme alkoholische Lisungen (0,07 g 
in 2 ccm) begannen nach genau der gleichen Abkihlungszeit zu 
krystallisieren. Die Krystalle unterschieden sich nicht von- 
einander, sie stellten Tafeln dar mit unregelmabigen Formen, 
scharfen und weniger scharfen Begrenzungslinien. Abgesaugt 
bildeten sie eine gliinzende, etwas zihe, nicht zu einem Pulver 
zerreibliche Masse. Sie schmolzen alle bei 57°. Nochmals 
umkrystallisiert wurden sie analysiert (2), ebenso das oben 


erwahnte Priaparat (1). 








| | 2 | C,,H,,COOCH, | C,,H,,COOCH, 
ee ee. | 78,31 | 78,85 78,53 | 78,79 
eer | 13,14 | 18,50 13,09 | 13,13 


1, 0,1081 g gaben 0,3104 g CO, u. 0,1278 g H,O = 78,31°/0 Cu. 13,14°%0 H 
2.0,0781> » 0,2258> » » 00949» » = 78,85% » » 13,50%o > 

Die alkoholische Lésung der Substanz wurde mit alko- 
holischer Kalilauge am RiickfluBkiihler */1 Stunden gekocht 
und dann in einer Schale auf dem Wasserbad eingeengt. 
Beim Erkalten schied sich ein gelatindser Niederschlag ab, 
welcher abgesaugt und im Scheidetrichter mit Schwefelsiiure 
und Ather geschiittelt wurde. Es trat véllige Lésung ein. Der 
Ather wurde mit Wasser gewaschen, filtriert und verdunstet, 
der Riickstand in warmem Alkohol gelést. Die alkoholische 
Losung reagierte sauer. Die beim Erkalten eintretende Krystalli- 
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sation gewahrt einen ganz besonders schdnen Anblick. Es 
treten hier und da vereinzelte Krystallaggregate auf, die sich 
alsbald vermehren und schlieBlich die ganze Fliissigkeit in 
eine dichte Krystallmasse verwandeln. Mikroskopisch sieht 
man feine lange Nadeln, die teils biischelf6rmig angeordnet 
sind, teils wirr durcheinander liegen. Abgesaugt bilden sie 
eine gliinzende zerreibliche Masse. Es wurden mehrere Préa- 
parate dargestellt, die sich alle ebenso verhielten und alle bei 
77—78° schmolzen. Denselben Schmelzpunkt zeigte auch ein 
Priiparat, das nicht aus Alkohol, sondern aus Aceton um- 
krystallisiert war, bei dessen Darstellung also die Gefahr einer 
teilweisen Veresterung ausgeschlossen war. Die Séure entfirbt 
Bromlisung nicht. Zur Analyse kamen 2 Priparate verschiedener 


Darstellung. 








l. | 2. CHO, | C,5H599, | C,5H,.0, 
C 78.52 | 7852 | 78,26 78,53 | 78,79 
H 13,01 | 13,25 | 1304 | 1309 | 13,13 


1. 0.0712 g¢ gaben 0,2050 g CO, u. 0,0834 g H,O = 78,52 °/o C u. 13,01 °o H 
2. 0.0778 » > 0,2240 > >» » 0,0928 >» » = 78,52°%o » » 13,25°%o >» 

Die Molekulargewichtsbestimmung wurde in alko- 
holischer und in petrolitherischer Losung durch Titration mit 
n/,o-alkoholischer Kalilauge’) unter Benutzung von Phenolphthalein 
vorgenommen. Fiir die Bestimmung in petrolatherischer Losung 
diente ein aus Aceton umkrystallisiertes Praéparat, das nicht 
mit Alkohol in Beriihrung gekommen war. 














| | 
1. 2. | &6lU]C (i LO LTCC! C,,H,,0, 
376 | 369 | 371 | 368 | 382 | 396 
1. 0.2710 g¢ verbrauchten 7,2 ccm ®/10-KOH (Alkohol) 
2. 0.3730 » > 10,1.» > > 
3. 0,4009 » > 10,8» >»  (Petrolither). 


Zur Darstellung des Silbersalzes wurde die warme 
alkoholische Lésung der Saure nach Zufiigung von etwas alko- 
holischem Ammoniak mit warmer alkoholischer Silbernitrat- 


') Die benutzte "/1o-Lauge gab bei der Titration gewogener Mengen 
Palmitinséure und Erucasiure genau stimmende Werte. 
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losung gefallt, der Niederschlag abfiltriert, mit heibem Alkohol 
ausgewaschen, mit Alkohol ausgekocht, wieder filtriert und im 
dunklen Exsikkator getrocknet. Er war auch nach dem Trocknen 
rein weif. Er enthielt 22,59°/o Ag. 
0,1284 g hinterliefen beim Gliihen 0,0290 g. 
C,,H,,O,Ag enthalt 22,7°/o0 Ag, C,,H,O,Ag 22,1 °/o Ag. 

Auf Grund der Ergebnisse der Titration und der Silber- 
bestimmung (diese wurde allerdings mit einer sehr geringen 
Menge ausgefiihrt) mufi man es fiir wahrscheinlich halten, dab 
der Siiure die Formel C,,H,,0, zukommt. Ich gebe ihr den 
Namen Kerasinséiure. Versuche, sie mit einer der in der 
Literatur beschriebenen Siiuren der gleichen Zusammensetzung 
zu identifizieren, sind noch nicht unternommen worden. Die 
Untersuchungen iiber die Kerasinsiure werden fortgesetzt. 

Zucker. Er wurde noch nicht identifiziert, auch habe ich 
noch nicht gepriift, ob sich neben ihm in der wiisserigen Lésung 
noch etwas anderes befindet. Indessen ist es natiirlich hdchst 
wahrscheinlich, dali Galaktose vorliegt; dah es sich um rechts- 
drehenden Zucker handelt, wurde festgestellt. 

Die von mir untersuchte Cerebrosidfraktion ent- 
halt also dieselbe Base und vermutlich auch denselben 
Zucker wie das Cerebron, aber eine andere Siiure. Die 
kleine Menge Cerebronsiiure, welche erhalten wurde, diirfte auf 
eine Verunreinigung mit Cerebron (oder Phrenosin) zuriickzu- 
fiihren sein, ebenso wie die schwache Rechtsdrehung, welche 
die Fraktion zeigte. 

Eine Verbindung, welche aus 1 Molekiil Sphingosin, 1 Mo- 
lekiil Galaktose und 1 Molekiil Kerasinsiiure weniger 2 Molekiile 
Wasser besteht, hat die Formel C,,H,,NO, und enthialt 70,77 °/o C, 
11,42 °/o H und 1,76°/o N, Werte, welche mit den von mir 
fiir die Kerasinfraktion gefundenen (S. 49) stimmen wiirden. 

Thudichum!) hat das von ihm zuerst dargestellte Kerasin 
auch der Spaltung unterworfen. Er hat dabei eine Base als 
Sulfat erhalten, von der er auf Grund einer Analyse annimmt, 
daB es sich um ein mit etwas Sphingosin verunreinigtes Psy- 





‘) Die chemische Konstitution des Gehirns, Tubingen 1901. 
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chosin handele. Psychosin ist nach ihm eine aus Sphingosin 
und Cerebrose (Galaktose) bestehende Verbindung. Aufge- 
klart ist die Natur des isolierten und analysierten Sulfats 
nicht. Von der bei der Spaltung auftretenden Sdure sagt 
er an einer Stelle (S. 321), daB sie Neurostearinséure (die 
Saure, die er aus Phrenosin gewonnen hat) sei. An einer 
andern Stelle (S. 219) bemerkt er: Der spezifische Unterschied 
zwischen Phrenosin und Kerasin scheint mir auf das Radikal 
der Fettsiure zuriickzufiihren zu sein, von welcher noch nicht 
bewiesen ist, dafi sie mit der Fettséiure aus Phrenosin, der 
Neurostearinsaure mit Schmelzpunkt 84°, identisch ist. 

Levene und Jacobs') haben bei der Untersuchung der 
Fettsiuren, die bei der Spaltung des Cerebrosidgemisches ge- 
wonnen wurden, neben der Cerebronsiure eine Substanz in 
verhaltnismaBbig kleiner Menge erhalten, deren Kohlenstoffgehalt 
77—78,5 und deren Wasserstoffgehalt etwa 12,5—13,0°/o be- 
trug. Sie haben daran gedacht, dafi es sich um eine Séure 
von der Zusammensetzung C,,H,,0, handele. Indessen stimmte 
der niedrige Siiurewert nicht zu dieser Annahme. Sie sagen 
zum Schluf: «Die Versuche, bei der Hydrolyse des Cerebrosid- 
gemisches eine Saure zu entdecken, welche nicht Cerebronsiure 
war, sind fehlgeschlagen. Wenn eine solche vorhanden ist. 
so handelt es sich unzweifelhaft um eine Verunreinigung, die 
von einer Substanz stammt, welche kein Cerebrosid ist.» 

Meine Untersuchungen in der Cerebrosidgruppe werden 
fortgesetzt. 


') Journ. of Biol. Chemistry Vol. 12 p. 389 (1912). 





Uber den EinfluS von Cholesterin auf die Hamolyse. 
Von 


G. Jahnson-Blohm. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitit Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1913.) 


Ransom!) wies 1901 nach, daf das Cholesterin im 
Serum auf die Saponinhimolyse hemmend einwirkt. Er sprach 
auch bei derselben Gelegenheit die Ansicht aus, dafi die Wirkung 
des Saponins dadurch zustande kommt, daf es einen wesent- 
lichen Bestandteil der Erythrocyten, namlich das Cholesterin, 
angreift. Inzwischen hat man beobachtet, dai das Saponin 
nicht nur das Cholesterin, sondern auch eine andere Lipoid- 
substanz der Erythrocyten, niimlich das Lecithin, angreift. 
Dieses geht aus Versuchen von Pascucci?) hervor. Er fand 
auch, dafi eine kiinstliche Lecithin-Cholesterinmembran sich 
widerstandskriiftiger gegen das Saponin zeigte, je mehr sie 
Cholesterin im Verhiltnis zu Lecithin enthielt. Infolgedessen 
war es anzunehmen, daf das Cholesterin in den Erythrocyten 
einen Schutz fiir dieselben ausmachen diirfte. Zu dieser Sache 
machte K. Meyer*) Versuche, aus welchen hervorgeht, dab 
Erythrocyten von verschiedenen Tierarten verschiedene Resistenz 
gegen das Saponin zeigen, und daf} die Erythrocyten, die die 
grote Quote Cholesterin: Lecithin enthalten, auch die wider- 
standskraftigsten sind. Zu wesentlich dhnlichen Ergebnissen 
sind auch andere Forscher gekommen, z. B. Kywosch,‘) 
Schwanzenbach, Port.5) Aus den Untersuchungen, die 





1) Deutsche med. Wochenschr., 1901, Nr. 13. 

*) Hofmeisters Beitrage, Bd. VI, 1905, S. 582. 

3) Ibid., Bd. XI, 1908. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 116, 1907, S. 229. 

5) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 99, 1910, S. 259. 
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Port tiber Sera und ihre Hemmung auf die Saponinhimolyse 
gemacht hat, gebt hervor, dai parallele Verhiltnisse zwischen 
den Mengen Cholesterin in den Erythrocyten und im Serum 
in bezug auf ihre Fahigkeit, die Hamolysinen zu entgiften, 
herrschen: je grofer der Gehalt des Serums an Cholesterin 


ist, um so grOfer ist auch seine hemmende Einwirkung auf 


das Saponin. 

Aufer diesen sind Versuche unter Anwendung von mehreren 
anderen hiimolytischen Stoffen und lipoiden Substanzen ausge- 
fiihrt worden. So hat W. Meyerstein’) eine systematische 
Untersuchung tiber die Verhaltnisse mehrerer Stoffe bei der 
Hiimolyse gemacht. Als Hiimolytika wandte er Saponin, Natr. 
oleinic., Natr. taurochol. und Cobragift an. Die Lipoide waren 
Cholesterin, Ovo-Lecithin, Kephalin und Cerebron. Hierbei 
zeigte es sich, dafi die hamolytischen Prozesse mit einigen Aus- 
nahmen hemmend von obenerwaéhnten Substanzen beeinflubt 
werden. Es scheint also zwischen lipoiden Stoffen und Himo- 
lysinen eine grofe Affinitaét zu herrschen, ein Verhiltnis, das 
aufer vonMeyerstein auch vonLandsteiner und Raubitsch?) 
hervorgehoben worden ist. 

Die entgiftende Einwirkung des Cholesterins auf das Saponin 
ist nach Hauptmann ®) an die OH-Gruppe gebunden, indem mit 
dem Ersatz dieser Gruppe durch eine andere die hemmende 
Kinwirkung des Cholesterins auf das Saponin verschwindet. 
Das Saponin wiirde also in das Cholesterinmolekiil eintreten 
und die OH-Gruppe ersetzen. Es ist auch Windaus‘) ge- 
lungen, eine Verbindung zwischen dem Saponin Digitonin und 
Cholesterin herzustellen und zu isolieren, eine Verbindung, 
welcher die hiimolytische Fiihigkeit des Digitonins abging. In- 
folgedessen ist die Ansicht ausgesprochen worden, dai die 
Entgiftung der Hiimolysine durch eine chemische Reaktion 
zwischen den Hiimolysinen und den hemmenden Substanzen 
bedingt ist. DaB man aber fiir das Zustandekommen der Ent- 


‘) Arch. f. exp, Pathol. u. Pharmakol., Bd. 62, 1910, S. 258. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 15, 1909, S. 33. 

*) Hofmeisters Beitrage, Bd. 6, 1905, S. 567. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 1909, Bd. 42: 1., S 238.. 
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giftung auch direkt physikalische Faktoren in Betracht ziehen 
muf, darauf scheinen mehrere Beobachtungen und Erfahrungen 
hinzudeuten. Liefmann und Cohn!) vermuten, dah die 
Hemmung der Olsiiurehiimolyse durch Cholesterin von einem 
Adsorptionsprozel} abhiingt; die Proportionen zwischen den 
reagierenden Stoffen scheinen darauf hinzudeuten.. v. Eisler 
spricht dieselbe Vermutung hinsichtlich der Hemmung der 
Saponinhéimolyse durch Cholesterin aus. Frei?) sagt: «Es 
existiert keine direkte Proportionalitét zwischen den Wirkungen 
der verschiedenen Mengen von Saponin und dem hemmenden 
Serum». Port*) diufert: «Die Entgiftung des Saponins durch 
das Cholesterin erfolgt nicht nach dem Gesetz der konstanten 
multiplen Proportionen.» Der letztgenannte Verfasser sagt bei 
derselben Gelegenheit: «Das Serum bezw. Cholesterin scheint 
im gegebenen Fall sich nicht direkt mit dem Saponin zu ver- 
binden, sondern auf die Erythrocyten selbst einzuwirken und 
deren Resistenz zu erhdhen.» Einige meiner Versuche geben 
AnlaB zu demselben SchluBsatz und bestiitigen also die von 
Port gemachte Beobachtung. 

Die Haimolytika, die ich angewandt habe, waren Saponin 
und Seife. Als hemmender Stoff wurde Cholesterin angewandt. 
Die Saponinlésung war 0,20°/oig, und die Seifenlésung war 
1°/oig. Das Cholesterin wurde in Form einer Wassersuspension 
benutzt, die durch Eingiefen einer mit Aceton bereiteten Chole- 
sterinl6sung in warmes Wasser bewirkt worden war. Das 
Aceton wurde auf dem Wasserbad verdampft. Die Suspension 
war in den Versuchen mit Saponin 0,20°/oig und in denen 
mit Seife 0,50°/oig. Es wurde immer dafiir gesorgt, daB alle 
Lésungen 5,5°/o Traubenzucker enthielten. Die Héamolyse- 
versuche wurden immer so ausgefiihri, dafi die Proben im 
Wasserbad von 37° 5 Minuten lang aufbewahrt wurden. Un- 
mittelbar darauf wurde zentrifugiert und das Resultat durch 
Vergleichen mit einer in folgender Weise erhaltenen Skala ab- 
gelesen. 2,5 ccm Erythrocyten, die wiederholt mittels Zentri- 





‘) Biochem. Zeitschrift, Bd. 26, 1910, S. 85. 
*) Zur Theorie der Hamolyse, Inaug.-Diss. Ziirich 1907. 
3) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 99, 1910, S. 259. 
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fugieren mit Traubenzuckerlésung gewaschen worden waren, 
wurden 97,5 ccm destilliertes Wasser zugesetzt. Von der er- 
haltenen Hamoglobinldsung wurden Verdiinnungen mit Wasser 
in den Proportionen 1: 2, 1:4 usw. gemacht. Die Himolyse 
der unverdiinnten Lésung wurde = 100°/o gesetzt, und die 
Verdiinnungen entsprachen also 50, 25°/o usw. Das Blut war 


defibriniertes Ochsenblut. 


Versuch 1. 


A. Mit einer Mischung von 1 ccm Saponinlésung bezw. 
Seifenlédsung, 1 ccm Traubenzuckerldsung und 1 ccm Blut 
wurden Himolyseversuche ausgefiihrt. 

B. Gleiche Teile Saponinlésung bezw. Seifenlésung und 
Cholesterinsuspension wurden gemischt und bei 37° gehalten. 
Nach unten angegebenen Zeiten wurden davon 2 ccm genommen, 
die mit 1 ccm Blut versetzt wurden, wonach auf obenerwahnte 
Weise die Himolyse bestimmt wurde. 

Folgende Ergebnisse wurden erhalten. 








Mit Mit 

Saponin | Seife 

Mit A (Saponin bezw. Seife-Traubenzucker) . . . .; 100°o | 100°/o 
> B( » »  Seife-Cholesterin) sogleich. . 80 °/o 95 °/o 
>» ( » 2 > ) nach 10 Min.) 55 °/o 75 °/o 

> (  » > 2 ) » 20 » 40 °10 60 °/o 
rc ae > > ) » 30» 25% | 40 %o 
y Ee “SS , > ) » 45 » 10 °/o 25 %/o 
> » ( » > > ) » 60 » 6 %o 15 °/o 
eS > > ) » FW » 4 %o 10 °/o 

> (  » > > ) » 90 » Q) °/o 7 °/o 
> > | » > > ) » 120 » 0 °/o 0 °/o 








Wir sehen, daf das Cholesterin die Hamolyse hinderte, 
wobei die Zeit der Einwirkung des Cholesterins auf das Saponin 
bezw. die Seife eine groBe Rolle spielt, indem schlieBlich in diesem 
Falle fiir das Saponin nach 90 Minuten, fiir die Seife nach 
120 Minuten, alle Hamolyse vollstiindig ausblieb. 
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Versuch 2. 


Gleiche Teile Saponin- bezw. Seifenlésung und Cholesterin- 
Suspension wurden vermischt und in der einen Probe bei 37°, 
in der anderen bei 15° aufbewahrt. Nach folgenden Zeiten 
wurden 2 ccm aus jeder Probe genommen und mit 1 cem Blut 
auf himolytisches Vermégen gepriift. 

Das Ergebnis war: 


Fiir das Saponin: 











Bei 37° Bei 15° 

(Saponin-Cholesterin) nach 5 Minuten. . . 45 °/o 75 °/o 
> >» 10 2 = 28 Vo 5d °/o 

> > 20 n eek 18 °/o 40 °/o 

> >» 30 2 ee 10 °/o 25 °/o 

2 > 45 » ad 0 Jo 10 °/o 

, > @ & «45 — | 5% 

> >» 75 , or — 3 %o 

; . Oe & Lee — | (0% 





Fir die Seife: 








(Seife-Cholesterin) nach 5 Minuten... . 50 °/o 85 °/o 
» >» 10 > a 37 °/o 60 °/o 
> >» 20 » hae 4 25 °/o 47 lo 
> > 30 > i 18 °/o 35 °/o 
> > 45 > +: he te 10 °/o 25 °/o 
> » © & wees 0 Jo 18 °/o 
» >» 7 > sr _ 12 °/o 
> x 90 > Pons see — 8 %o 
> >» 120 > ee, aes — 0 %/o 








Bei der héheren Temperatur war die Einwirkung des 
Cholesterins bedeutend kraftiger als bei der niederen. Bei 
37° war die Haimolyse schon nach 45 bezw. 60 Minuten ver- 
hindert worden, wahrend dasselbe bei 15° erst nach der 
doppelten Zeit erreicht wurde. 
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Versuch 3. 


In diesem Versuche wurde 1 ccm Saponin- bezw. Seifen- 
losung mit unten angegebenen verschiedenen Mengen Choleste- 
rinsuspension und Traubenzuckerlésung versetzt. Die Mischungen 
wurden 15 Minuten lang bei einer Temperatur von 37° ge- 
halten, wonach das Blut zugesetzt wurde. 

(Saponin -+- 1 ccm Cholesterin -+ 1 ccm Traubenzucker). . 80°/o 


( > =f 1'/4 >» ' -t- 3/4 » > ee a0”, 0 

: a 1'/2 » » -{- lg» » ~ « 15%o 
> + 1%/s >» > +- 1/4 » . ~ . 3% 
> +. 2 . > kein Traubenzucker) . ... O% 
(Seife --+- 2 ccm Traubenzucker). ............ « 75% 
( » -+-'/e » Cholesterin + 1'/2 com Traubenzucker) . . . 60°» 
Fas a 1 > » -}- 1 » » ) oo + 45%o 
(2 dM. . +. tl,  » > ). « «ae 
( > +2 » » kein Traubenzucker) .. . . . -10%o 


Wie ersichtlich, vermindert eine gridfere Menge Cho- 
lesterin in hdherem Grade als eine kleinere die Himolyse. 
Indessen steht nicht die Verminderung der Himolyse im Ver- 
hiltnis zu der vermehrten Cholesterinmenge. Dieses stimmt 
gut mit oben erwiihnten von anderen Forschern gemachten 
Beobachtungen tiberein. 


Versuch 4. 

Das Blut wurde mit seinem doppelten Volumen Cholesterin- 
suspension gemischt und bei 37° aufbewahrt. Nach folgenden 
Zeiten wurden davon 2 ccm genommen, die mit 1 ccm Saponin- 
bezw. Seifenlésung versetzt wurden, worauf der Himolyse- 
versuch auf gewohnliche Weise ausgeftihrt wurde. 








Mit Saponin}| Mit Seife 

(Blut-Cholesterin) sogleich . ........ 65 %/o 60 %/o 
: nach 10 Minuten. .... 50 °/o _ 

: » 25 > oe 4) Jo 75 %Jo 

> — a eee 35 90 9 

. » 60 > ee 10 °/o 100 °/o 
» 120 » eed 0% | ~ 
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Aus diesem Vérsuch geht hervor, dafi das Blut durch 
die Cholesterinbehandlung seine Resistenz gegen das Saponin 
vermehrt hat: und diese Resistenz nimmt zu, je langer die 
Behandlung dauert. Gegen die Seife enthielt das Blut durch 
die Behandlung mit dem Cholesterin anfinglich eine gewisse 
Resistenz, die indessen allmahlich immer mehr geschwiicht 
wurde, um schlieblich ganz aufzuhéren. Dieses von der Sa- 
poninhimolyse abweichende Verhiltnis labt sich gegenwiirtig 
nicht erklaren. Auch haben mehrere Forscher die Entgiftung 
der Seifenhiimolyse durch Cholesterin geleugnet. 


Versuch 5D. 


A. Wie im vorigen Versuche wurde eine Mischung von 
Blut und Cholesterinsuspension bei 37° aufbewahrt. Nach 
unten angegebenen Zeiten wurden davon 2 ccm genommen, 
die zentrifugiert wurden; das Serum wurde wegpipettiert, und 
die zuriickgebliebenen Erythrocyten wurden mit Serum durch 
Umschiitteln und Zentrifugieren dreimal gewaschen. Zu den 
Erythrocyten wurden hernach 1 cem Traubenzuckerlésung und 
so viel Serum gegeben, dai das Volumen 2 ccm blieb, 0,5 ecm 
Saponin- bezw. Seifenlésung wurde darauf zugesetzt und der 
Hamolyseversuch ausgefiihrt. 

B. Kontrollversuch mit Traubenzuckerlisung anstatt Cho- 
lesterinsuspension. 

Das Ergebnis war folgendes: 

















Mit | Mit 

Saponin | Seife 
Mit A (Blut-Cholesterin) sogleich. ........ 55 ®/o 65 °/o 
>» » ( > ) nach 30 Minuten. .... 44) %o 85 °/o 
>» » ( » ) » 60 ee oe 20 °/o 95 %/o 
>» » | > ) » 90 k ¢.6 aeons 10°%o | 100% 
>» BB (Giet-Traubensucker) . . 0 ss eee eens 100 °/o | 100% 


Dieser Versuch gibt dasselbe Ergebnis wie der vorige. 
Daneben zeigt er hinsichtlich der Saponinhimolyse, dab ein 
irreversibler ProzeB zwischen den Erythrocyten und dem Cho- 
lesterin zustande gekommen ist, wodurch die Entgiftung ge- 
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schah. Je linger die Zeit der Einwirkung des Cholesterins ist, 
um so groéfer bleibt auch die Hemmung. 

Obenerwihnte Versuche zeigen, dafi die hemmende Ein- 
wirkung des Cholesterins auf die Saponinhéimolyse teils auf 
einer Reaktion zwischen dem Cholesterin und dem Saponin, 
teils auf einer solchen zwischen dem Cholesterin und den Ery- 
throcyten beruht. Die vorige Reaktion hangt in hohem Grade 
von der Zeit der Einwirkung des Cholesterins und Saponins 
aufeinander, von der Temperatur und von der Menge des Chole- 
sterins ab. Diese Ergebnisse zeigen grofe Ahnlichkeiten mit 
denen, die ich aus Versuchen betreffs des Einflusses einiger 
kolloiden Stoffe auf die Hemmung der Enzymwirkungen er- 
halten habe.!) Ich fand unter anderem, dai das Saponin der 
Hemmung der Labwirkung durch Kohle und Normalserum ent- 
gegenwirkt und in einigen Fallen sie ganz aufhebt, und daf 
es sogar eine Mischung von Enzym und Hemmungskorper zum 
Teil aktiviert. Bei diesen Prozessen spielen mehrere Faktoren 
eine wesentliche Rolle. So hat das Saponin bei einer héheren 
Temperatur eine gréfere Wirkung als bei einer niederen. Sein 
EinfluB steigt mit der Zeit, wie auch eine groéfere Menge Sa- 
ponin sich kriftiger als eine kleinere zeigt. Auf dieselbe Weise 
wie das Saponin bei der Hemmung der Enzymwirkung sich mit 
der Kohle und dem Serum verbindet, wodurch diese verhindert 
werden, auf das Enzym einzuwirken, verbindet sich bei der 
Saponinhiimolyse wahrscheinlich auch das Cholesterin mit dem 
Saponin, und die Himolyse kann dadurch nicht zustande kommen. 
Der Prozef, durch welchen das Saponin sich mit der Kohle und 
dem Serum in den oben erwéhnten Enzymversuchen verbindet, 
mus wahrscheinlich als eine Adsorption betrachtet werden, 
wobei, wie erwihnt, Zeit, Temperatur und Mengenverhiltnisse 
eine groBe Rolle spielen. Wenn man dieses ins Auge faBbt, so 
liegt die Annahme nahe, da die Hemmung der Saponinhimo- 
lyse durch das Cholesterin in einem Adsorptionsprozesse ihren 
Grund hat. Daf eine chemische Verbindung zwischen den 
beiden Substanzen zustande kommen kann, diirfte nicht aus- 
geschlossen sein. Anderseits aber mag auf die verhaltnismahig 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 82, 1912, S. 178. 
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ungtinstigen Umstande hingewiesen werden, unter welchen die 
Verbindung bei den Haimolyseversuchen entstehen wiirde, indem 
das Cholesterin sich in Form einer Wassersuspension befindet 
und das Saponin in kolloider Lésung. Windaus hatte bei der 
Herstellung seiner Verbindung die Substanzen in alkoholischer 
Lésung. Aus den Versuchen 4 und 5 geht hervor, dab die 
Erythrocyten das Cholesterin aufgenommen hatten, und dab das 
Cholesterin trotz wiederholtem Waschen zuriickgehalten wurde. 
Was dabei stattgefunden hat, ist nicht leicht zu sagen; még- 
licherweise ist das Cholesterin in die Erythrocyten eingedrungen, 
wo es also die Menge des vorher befindlichen Cholesterins 
vermehrt. Dadurch wiirde die Resistenz der Erythrocyten nach 
den oben erwihnten von Pascucci gemachten Schlufsitzen 
vermehrt werden. Wir haben hier wahrscheinlich im Grunde 
denselben Hergang wie bei der direkten Einwirkung von Chole- 
sterin auf das Saponin. Das Cholesterin lenkt das Saponin 
von den Blutkérperchen ab, sowohl, wenn es in der die Blut- 
kérperchen umspiilenden Fliissigkeit vorhanden ist, als auch 
wenn es von denselben aufgenommen ist. 

Was die Hemmung der Seifenhimolyse durch das Chole- 
sterin betrifft, so sehen wir, dafi auch diese in hohem Grade 
auf der Zeit, wahrend welcher das Cholesterin auf das Saponin 
einwirken darf, auf der Temperatur, sowie auch auf der Menge 
des Cholesterins beruht. Hier ist es auch vielleicht schwieriger 
als bei der Saponinhamolyse, sich die Entstehung einer chemischen 
Verbindung als die Ursache der Entgiftung zu denken; deshalb 
muff die Annahme eines Adsorptionsprozesses niéher liegen, 
zumal die Seife, sowie auch das Cholesterin in kolloider Form 
vorhanden sind. 








Enzymatische Spaltung von Hippursdure durch Schimmelpilze. 
Von 
Arthur W. Dox und Ray E. Neidig. 


(Aus der chemischen Abteilung der landwirtschaftlichen Versuchsstation zu Iowa.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Marz 1913., 


Die Fahigkeit der niederen Pilze, eine enzymatische Spal- 
tung von Hippursdure zu bewirken, wurde zuerst von Shibata!) 
mit Aspergillus niger bewiesen. Einige Jahre spater gelang 
es einem?) von uns, die Gegenwart eines Hippursaure spal- 
tenden Enzyms oder Hippuricase, in mehreren anderen Pilzen 
festzustellen, namentlich Penicillium camemberti, P. chry- 
sogenum, P. brevicaule. Die Methode bestand darin, dal 
eine neutrale LOsung von Natriumhippurat der Wirkung eines 
Acetondauerpraparates des Pilzes unterworfen wurde. Die ab- 
gespaltene Benzoesaure wurde sodann nach der Methode von 
Bunge und Schmiedeberg ausgeschieden und ihrem Schmelz- 
punkt nach identifiziert. Durch Wagen der hierdurch gewonnenen 
Benzoeséure konnte der Umfanz der Spaltung annahernd be- 
stimmt werden. Seitdem hat Kossowicz*) Praparate fol- 
gender Pilze gepriift: Aspergillus niger, Mucor Boidin, 
Phytophthora infestans, Isaria farinosa, Botrytis bes- 
siana, Cladosporium herbarum, und er fand, daf in jedem 
Fall die Hippurséure zersetzt wurde. Als eins von den Re- 
aktionsprodukten identifizierte er Ammoniak, aber er gibt nicht 
an, in wie grofem Mafistabe dieses Produkt sich vorfand. 

Da nun aber die oben erwéhnte Arbeit nur qualitativer 
Art war, so meinten wir, daf ein weiteres Studium betrefis 
einiger der gewohnlichen saprophytischen Pilze interessant 
wire, indem quantitativ der Umfang der Spaltung bestimmt 
werde, welche durch Enzympraparate hervorgerufen wird, die 
aus verschiedenen Wachstumsperioden der Organismen stammen. 
Sérensens formoltitrimetrische Methode schien zu diesem 


'‘) Shibata, Beitrige z. Physiol. u. Path. Bd. 5, S. 384. 
*) Dox, J. Biol. Chem., Bd. 6, S. 465. 
‘) Kossowicz, Z. Garungsphysiol., Bd. 1, S. 121—3; S. 317—%. 
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Zwecke vortrefflich geeignet. Die Methode griindet sich be- 
kanntlich auf die Reaktion zwischen Formaldehyd und der 
primaéren Amingruppe, wodurch die basischen Eigenschaften 
der letzteren zum Verschwinden gebracht werden, wiahrend 
die Carboxylgruppe unverandert bleibt und ihre sauren Eigen- 
schaften bewahrt. Da Hippurséure keine primire Amingruppe 
enthalt, so erfolgt auch keine Reaktion mit Formaldehyd, 
nachdem aber die Hydrolyse erfolgt ist, reagiert das abge- 
spaltene Glykokoll sogleich und die Carboxylgruppe des Glyko- 
kolls kann nun titriert werden. 


Versuche. 


Sechs charakteristische Pilze wurden in einem Erlen- 
meyerschen Literkolben auf einer Nahrldsung von folgender 
Zusammensetzung geziichtet. 


Destilliertes Wasser 1000 ccm 
Rohrzucker 45,0 g 
Traubensaure 1,3 > 
NH,NO, 2,6 
(NH,),HPO, 0,4 » 
K,CO, 0,40 » 
MgSO, 0,24 » 
Na,CO, 0,13 » 
ZnsO, 0,05 » 
FeSO, 0,05 » 
MnCl, 0,05 » 


Am Ende einer jeden Woche wurde das Mycel vorsichtig 
von 2 Kolben entfernt und mit destilliertem Wasser gewaschen. 
Darauf wurde es in einem Morser mit Hilfe von Glasscherben 
griindlich zerrieben und endlich in einer Buchnerschen Presse 
einem Druck von 350 kg pro Quadratzentimeter unterworfen. In 
jedem Falle wurden ungefiihr 20ccmSaftgewonnen. 10ccm wurden 
mit 25 cem einer vorher mit Atznatron neutralisierten 1°/oigen 
Lésung von Hippursiure versetzt. Zu den ibrigen 10 ccm der 
Enzymlésung wurden 25 ccm destilliertes Wasser als Kontrolle 
hinzugefiigt. Toluol wurde in jedem Falle zugesetzt, um bakte- 
rielle Wirkung zu verhiiten. Diese Lésungen wurden 2 Wochen 
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Alter Titration Kontrolle Dift sil 
der Kultur | /10-Ba(OH), | 4/1:0-Ba(OH), aie paltung 
Wochen | ccm ecm com 0, 





| | | 
Penicillium expansum. 






























































1 16,6 4,0 12,6 90,0 
2 15,9 3,9 12.0 85,7 
3 13,0 1,6 11,4 81,4 
4 14,6 1,9 12.5 89,3 
Aspergillus clavatus. 
1 19,4 6,5 12,9 92,1 
2 21,0 7,0 14,0 100,0 
3 20,8 9,0 11,8 84,3 
4 16,6 6,2 10,4 74,3 
Aspergillus fumigatus. 
1 19,7 7,5 12,2 7A 
2 19,5 7,8 11,7 83,6 
3 15,3 2,4 12,9 92,1 ‘ 
4 13,1 1,2 11,9 85,0 
Penicillium roqueforti. " 
1 15,3 3,2 12,1 86,4 
2 13,2 5,4 7,8 55,7 
3 22,2 9,7 12,5 89,3 
4 14,2 2,4 11,8 84,3 
Penicillium camemberti. 
1 17,7 4,9 12,8 91,4 
2 18,6 5,9 12,7 90,7 
3 15,2 2,4 12,8 91,4 
4 9,3 1,2 8,1 57,8 
Aspergillus niger. 
1 20,3 +4 12,6 90,0 
2 10,1 9,2 0,9 6,4 
3 3,8 1,5 2,3 16,4 
4 7,8 1,2 6,6 47,1 








Taka-diastase (0,1 g). 
| 6,1 | 0,5 | 5,6 | 40,0 
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lang stehen gelassen und alsdann nach Sérensens Methode 
titriert. Kiéufliche Taka-diastase wurde auch in diesen Ver- 
suchen mit einbegriffen, da es ein enzymatisches Praparat 
aus Aspergillus oryzae darstellt. Dieser Pilz ist sehr nahe 
mit den oben hergezahlten Pilzen verwandt. 

Dieselben LOsungen wurden nach der Titrierung mittels 
der Magnesiumoxydmethode zu Ammoniakbestimmungen benutzt. 











N/1o-H,SO, | ®/10-HySO, |cem decinormal 
| | 
Kulturen 3 Wochen ait. 


| Titration | Kontrolle | Ammoniak 
| 
| 





1. Aspergillus niger . .. .| 0,48 0,33 0,15 
2. » fumigatus ..| 1,08 0,58 0,50 
3. Penicillium camemberti_. | 1,63 0,68 0,95 
4. Aspergillus clavatus .. . 2,88 1,28 1,60 
5. Penicillium roqueforti . . 0,98 0,68 0,30 
6. > expansum . . 0,68 0,33 0,35 











Kulturen 4 Wochen alt. 











1. Aspergillus niger .... 0,53 0,28 0,25 
2. > fumigatus . . 0,68 (0,23 0,45 
3. Penicillium camemberti . 0,53 0,38 0,15 
4. Aspergillus clavatus . . . 1,88 0,98 0,90 
5. Penicillium roqueforti . . 0,73 0,33 0,40 
6. » expansum . . 0,68 0,38 0,30 


Die obigen Tabellen zeigen in jedem Fall eine entschie- 
dene Spaltung der Hippurséure an. Das Alter der Kultur scheint 
wahrend der ersten vier Wochen wenig Einflu$B auf den Umfang 
der Spaltung zu haben. Es ist zu erwarten, dafi Unregelmifig- 
keiten vorkommen werden wegen der mannigfachen Umstinde, 
welche das Wachstum der Kultur beeinflussen. 

Nach den an drei- und vierwéchigen Kulturen ausgefiihrten 
Bestimmungen bildet sich Ammoniak nur in kleinen Mengen. 
Die sekundiire Reaktion, wodurch Glykokoll in Ammoniak ver- 
wandelt wird, ist also von nicht sehr grober Wichtigkeit. 














Uber die tryptische Verdauung durch den Harn. 
Von 
Filip Johansson. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1913.) 


Die Untersuchungen tber die Frage, ob ein in alkalischer 
Losung wirksames Enzym im Harn vorkommt, haben schon 
vom Anfang an verschiedene Resultate ergeben. Kihne,!) 
welcher der erste zu sein scheint, der ein solches gesucht hat, 
erhielt negatives Resultat. Um Féulnis zu verhindern, benutzte 
er Thymol. Ein positives Resultat erhielten dagegen Sahli?) 
und Gehrig.*) Da aber diese zwei Forscher kein Desinfektions- 
mittel anwandten, sind ihre Resultate sehr unsicher. Leo,*) 
der gleich wie Kiihne Thymol zusetzte, konnte in der Tat 
nach ihren Methoden kein Trypsin finden. Zu ganz demselben 
Resultat kamen Stadelmann®) und Hoffmann,®*) die auch 
Thymol zusetzten. Erst nach Unterbindung der Pankreasaus- 
fiilhrgainge bei einem Hunde fand Hoffmann, daB eine Sekre- 
tion von Trypsin durch den Harn stattfand. 

Die jetzt erwiéihnten Furscher benutzten Fibrin als Sub- 
strat. Nach einer anderen Methode arbeitete Fermi,’) indem 
er Gelatine (100 ccm karbolisierte Gelatine zu 900 ccm Harn) 
anwandte. Er fand aber kein Trypsin weder im Menschenharn 
noch im Harn von Hund, Vieh, Pferd und Schaf. Wurde 


‘) Kiihne, Verhandl. d. naturhist. med. Vereins z. Heidelberg, Bd. 2, 
S. 1, cit. nach Leo, Pfliigers Archiv, Bd. 37, S. 226 (1885). 

2) Sahli, Pfliigers Archiv, Bd. 36, S. 224 (1885). 

*) Gehrig, Pfliigers Archiv, Bd. 38, S. 35 (1885). 

‘) Leo, Pfliigers Archiv, Bd. 37, S. 223 (1885) und Bd. 39 S. 246 
(1886). 

’) Stadelmann, Zeitschrift fir Biologie, Bd. 24, S. 226 (1888). 

*) Hoffmann, Pfliigers Archiv, Bd. 41, S. 148 (1887). 

') Fermin. Pernossi, Zeitschrift f. Hygiene, Bd. 18, S. 121 (1894.) 
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Trypsin zum Harn zugesetzt, iibte dieser in 48 Stunden keine 
Wirkung auf das Enzym aus. Nach Injektion von einer grdBeren 
Menge Trypsin ging dieses in den Harn tiber. Dieselbe Beob- 
achtung haben auch Dastre und Floresco!') gemacht. 

Die zuverliissigsten Resultate, die bisher erhalten worden 
sind, gehen also ausschlieBlich in negativer Richtung. Es 
dauerte nun lange, bis eine weitere Untersuchung unternommen 
wurde. Erst im Jahre 1904 wurde eine Abhandlung in der 
Frage von Cathcart?) verodffentlicht. Er benutzte dieselbe 
Methode, nach welcher Hedin’) ein in alkalischer Lésung 
wirksames Enzym im Ochsenserum gefunden hatte. Zum ver- 
diinnten Harn wird Caseinl6sung zugesetzt, worauf das Casein 
durch Zusatz von Essigsaéure niedergeschlagen wird. Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert und in wenig Na,CO, gelést. Cathcart 
setzte dann Fibrin zu und lieB die Verdauung bei 37° in Ge- 
genwart von Toluol waihrend 7 Monaten fortdauern. Folgende 
Spaltungsprodukte wurden isoliert: Histidin, Lysin, Tyrosin, 
Leucin, Aminovaleriansiure, o-Pyrrolidincarbonsiure, Glutamin- 
siure, Tryptophan und Ammoniak. Wabhrscheinlich waren 
auch Arginin, Phenylalanin und Alanin zugegen. 

Brodzki*) fiihrte im Jahre 1907 eine Untersuchung aus, 
nach welcher er Trypsin in Menschen- und Hundeharn wie, 
wenn auch in kleinerer Menge, in Kaninchenharn fand. Er 
setzte zum Harn Casein und NaOH oder Na,CO, zu. Eine 
Kontrollprobe wurde mit gekochtem Harne hergestellt. Nach 
der Verdauung wurde unverdautes Casein durch NaCl und 
Essigsdure ausgefillt und der Stickstoff in einer kleinen 
Menge des Filtrats nach Kjeldahl bestimmt. Gegen diese 
Methode kann wegen einer Beobachtung, die ich gemacht habe, 
ein Einwand gemacht werden. Ich habe nimlich gefunden, 
dai das Casein leichter in ungekochtem als in gekochtem 
Harn durch Essigsiure ausgefallt wird. Bei gleichem Zusatz 
von Essigsaure werden darum wahrscheinlich ungleiche Mengen 





1) Dastre et Floresco, Soc. biol., Bd. 49, S. 847 (1897). 
*) Cathcart, Festschr. f. Salkowski (1904). 

*) Hedin, Journal of Physiologie, Bd. 30, S. 195 (1904). 
*) Brodzki, Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 63, S. 537 (1907). 
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Casein ausgefallt. Auf Fibrin fand Brodzki keine proteolytische 
Wirkung. 

Nach einer Methode von Fuld hat Bamberg!) kein 
Trypsin in Menschen- Hund- oder Kaninchenharn finden kénnen. 
Er untersuchte auch, ob Protrypsin im Harn vorhanden war, 
erhielt aber ein negatives Resultat. Injiziertes Trypsin erschien 
im Harn nur nach Injektion einer gréferen Menge. 

v. Schoenborn?) hat eine Untersuchung hauptsachlich 
liber Hundeharn mit Anwendung von Volhards Methode 
ausgefiihrt. Zu 100 ccm Harn wurden 50 ccm der Caseinlésung 
(5°/o Casein) zugesetzt. Die Verdauung dauerte 24 Stunden, 
wonach 10 cem "2 oder n-HCl zugesetzt und das Casein durch 
100 cem 20°/oiges Na,SO, ausgefallt wurde. Vom Filtrat 
wurden 200 cem titriert. Kontrollproben wurden folgender- 
mafien hergestellt: Eine Probe mit ungekochtem Harn, die 
sogleich gefallt wurde, und 2 Proben mit gekochtem Harn, 
deren die eine sogleich, die andere nach Verdauung gefallt 
wurde. v. Schoenborn fand im Hundeharn bei gemischter 
Nahrung bisweilen Trypsin, aber in sehr kleiner Menge, und 
Trypsinogen, das auch in oft sehr geringer Menge zugegen 
war. Um das Trypsinogen zu aktivieren, wandte v. Schoen- 
born Enterokinase an, die er aus Darmschleimhaut vom Hund 
bereitet hatte. Bei Fleischnahrung war Trypsinogen im Hunde- 
harn regelmabig und in relativ groBer Menge vorhanden. Nach 
anhaltendem Hunger war immer aktives Trypsin zugegen und 
oftmals eine Substanz, die durch Kochen nicht zerstért wurde 
und die zusammen mit der Enterokinaselésung tryptische Wir- 
kung zeigte. Im Menschenharn fand v. Schoenborn kein 
Trypsin oder Trypsinogen. 

Bei meinen Versuchen habe ich die oben erwaéhnte Me- 
thode von Hedin*) gebraucht. Ich verfuhr dabei folgender- 
maBen: 100 ccm filtrierter Harn wurde mit destilliertem Wasser 
zu 500 ccm verdiinnt und 100 cem Caseinlésung (2°/o Casein 
in 0,1°/o Na,CO, aufgelést) zugesetzt, wonach das Casein durch 


') Bamberg, Zeitschr. exp. Path., Bd. 5, S. 742 (1909). 
*) v. Schoenborn, Zeitschr. f. Biologie, Bd. 53, S. 386 (1919). 


it & 8 
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Essigsdure ausgefillt wurde. Die Essigséiure wurde dabei in 
kleinen Portionen unter Umriihren zugesetzt, bis eine gute 
Ausflockung des Caseins erhalten wurde. Durch Ausfiillung 
des Enzyms wird man von der Einwirkung befreit, die ver- 
schiedene Konzentration und Aciditét des Harnes auf die 
Verdauung ausiibt, und erhdlt vergleichbare Resultate in ver- 
schiedenen Versuchen. Nachdem der Caseinniederschlag ab- 
filtriert und sorgfiltig gewaschen worden war, wurde er zu- 
sammen mit dem Filter in eine Flasche gebracht, in wenig 
Na,CO, gelést und nach Zusatz von 3ccm Toluol meistens 
mit zugesetztem Casein digeriert. Die Verdauung, die bei 37° 
wihrend 24 Stunden stattfand, wurde durch Zusatz von Gerb- 
saurelésung abgebrochen (100 g Gerbsaure -+ 50 g Natrium- 
acetat -+- 50 ccm Eisessig in 11). Nach 12—24 Stunden bei 
Zimmertemperatur wurde filtriert und der Stickstoff in einer 
moéglichst groben Menge des Filtrats nach Kjeldahl bestimmt, 
wobei ®/10-H,SO, und NaOH zur Titrierung angewendet wurden. 


Versuche mit normalen Harnen. 


Der Caseinniederschlag muf sorgfiltig gewaschen werden, 
so dab keine stickstoffhaltigen Bestandteile des Harnes anbei 
folgen. Das Auswaschen wurde darum wiederholt, bis das 
Waschwasser keine Cl-Reaktion mit Silbernitrat gab. In den 
Kontrollproben wurde der Caseinniederschlag in die fiir die 
Verdauung bestimmte Flasche gebracht, die wahrend 30 Mi- 
nuten in einem siedenden Wasserbade gehalten wurde. Vor 
der Verdauung wurden in beiden Proben 50 ccm der Casein- 
lésung und 1,75 ccm 10°/oige Na,CO, zugesetzt. 


Versuch I. 


Die Harne von 3 Personen wurden wihrend 24 Stunden 
aufgesammelt. Von jedem Harn wurden 2 Proben a 100 ccm 
genommen. Nach der Digestion wurden 30 ccm Gerbsaurelésung 
zugesetzt und der Stickstoff in 35 cem des Filtrats bestimmt. 
Wenn wir die Proben mit ungekochtem Caseinniederschlag mit 
a und die Kontrollproben mit gekochtem Niederschlag mit b 
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bezeichnen, wurden folgende Werte fiir die Menge ®/10-NaOH, 
die bei der Titrierung verbraucht wurde, erhalten. 


I. a 0.85 ccm Il. a 1,35 ccm II. a 0,75 ccm 
lb 0.735 >» W.b08 > Ill. b 0,75 > 


Differenz 0,10 ccm 0,55 ccm 0,00 cem 


Versuch Il. 


Aus den Harnen von 7 Personen wurden Proben ge- 
nommen und nach derselben Methode behandelt. 


Il a0O9 ecm I. a 0.95 ccm Ill. a 0,90 com 
I. b 0,75 » Il. b 08 | 1 lll. b 0,55 > 


Differenz 0,15 ccm 0.15 ccm 0,35 ccm 


IV. a 0.8 com V.a0,8d ccm VI. a 0,85 ccm VII. a 0,75 com 
IV. bOdS » V. b 0,65 >» VI. b 0,65 >» Vil. b 0,5 > 


Differenz 0,3 cem 0,20 cem 0.20 cem 0,25 ecm 


Versuch III. 


Der Harn einer Person wurde teils von 2 bis 11 Uhr 
vormittags (Harn J), teils von 11 Uhr vormittags bis 
3 Uhr 45 nachmittags (Harn II) aufgesammelt. Das Friih- 
stiick wurde denselben Tag um 11 Uhr vormittags und das 
Mittagessen um 3 Uhr nachmittags eingenommen. Das Abend- 
essen war vorigen Tag um 9 Uhr nachmittags eingenommen 


worden. 

I. a OB com Il. a 0,75 com 

Lb 06 > HWbOd >| 

Differenz 0,2 ccm 0,25 ccm 
Die Differenz in diesen drei Versuchen ist eine sehr un- 
bedeutende und in einem Falle gar keine. Wenn Trypsin 
also im Caseinniederschlage aus diesen 11 Harnen 
iiberhaupt zugegen war, mul) die Menge eine sehr ge- 


ringe gewesen sein. 


Versuche mit Eiweifharnen. 


Im Sommer 1912 war ich in der Lage, eiweifhaltige Harne 
zu untersuchen, die ich aus der medizinischen Klinik in 
Upsala durch giitiges Entgegenkommen von Assistenzarzt Dr. 
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Hedesstrém erhielt. Es wurden zusammen 6 verschiedene 
Harne untersucht. Sie kénnen gemiéfs den Angaben aus der 
Klinik in der folgenden Tabelle aufgestellt werden: 





aeneenninemee 


fe 

















; ; | Tagesmenge | Eiweil nach | . 
Krankheit | | Esbach | Reaktion 
| ccm | %/o0 | 
I. Orthostatische Albuminurie . | 700 | t) | sauer 
| 
I]. Amyloidniere und chronische | | | 
Nephritis . . . . . ee ee) 1100 | 16,5 | > 
III. Amyloidniere .......) 1100 | 35 | 
| 
IV. Schrumpfniere.- ..... 1800 2, alkalisch 
V. Stauungsniere. ..... .- 1700 | Spur sauer 
VI > 2? ele 450 | > > 





Die Proben wurden in derselben Weise wie bei den 
normalen Harnen angeordnet. 40 ccm Gerbsiureliésung wurden 
zugesetzt und der Stickstoff in 45 ccm des Filtrats bestimmt. 


I.a 5 cem Il. a 9,75 ccm Ill. a 0,95 cem 
IL b O08 » Il. b O06 » lll. b 0.55 » 
Differenz 4,2 com 9,15 com 0,4 | ccm 
IV. a 1,7 ccm V.a O08 ccm Vi. a 1,3° ccm 
IV. b 0,75 » V. b 0,65 » VI. b 0,65 » 





Differenz 0,95 ccm 0,15 ccm 0,65 cem 

In Proben | und II hat eine Verdauung des Caseins 
stattgefunden und mdglicherweise ist auch eine unbedeutende 
solche in IV und VI vorhanden. In Eiweifharnen kann also 
ein in alkalischer LOsung wirksames Enzym bisweilen 
vorkommen. Ob es nur bei gewissen Krankheiten in den 
Harn tibergeht, oder ob sein Vorkommen mit dem Eiweifgehalt 
des Harnes zusammenhingt, muf dahingestellt bleiben. 


Versuche mit normalem Harn und Casein zusammen 
mit Fibrin. 

Bei diesen Versuchen wurde zum Caseinniederschlag Fibrin 

aus Rindsblut zugesetzt. Das Fibrin war in Glycerin aufbewahrt 





') Um 12 Uhr 30 nachm. wurde eine Probe genommen, die 7°00 
Eiweifs enthielt. Nach Aufstehen zeigte der Harn um 1 Uhr nachm. 20°%/o0 
Eiweifs. 
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worden. Vor der Anwendung wurde das Glycerin durch Wasser 
ausgewaschen, das nachher moglichst ausgepreht wurde. Die 
Caseinniederschlage aus dem Harn (sie werden im folgenden 
mit C bezeichnet) wurden auch jetzt, wenn auch nicht so sorg- 
faltig wie in den vorhergehenden Versuchen, gewaschen. Die 
Kontrollproben zeigen darum jetzt eine etwas grofere Stick- 
stoffmenge als vorher. Die Kontrollproben wurden, wenn nicht 
anders angegeben ist, in der Weise bereitet, daB 100 ccm Harn 
5) Minuten iiber Flamme gekocht und danach wie in den an- 
deren Proben zu 500 ccm verdiinnt wurden. Fiir die Ausfallung 
des Caseins aus dem gekochten Harn wurde wie oben er- 
wiihnt mehr (5—10 ccm) 1 °%/oige Essigséure als fir den un- 
gekochten Harn verbraucht. Die Aciditaét des Harnes scheint 
namlich durch das Kochen etwas vermindert zu werden. 


Versuch I. 


Die Proben wurden folgendermafen angeordnet: 
(. aus ungek. Harn -++ 5g Fibrin -+ 50 ccm H,O +-2 ccm 10°%o Na,CO, 


1. 

2. > » gek. » ~b D> » 4 50 >» » aa 2 » 10°, 0 » 
3. > » ungek. » +50 »Casein+1,75 » 10% » 
4. >» gek. » +50 >» » -+1,75 > 10% >» 


Weil die Caseinlésung etwas alkalisch ist, wurde weniger 
Na,CO, in 3. und 4. zugesetzt. 3. und 4. wurde durch 30 ccm 
Gerbsiure -+- 20 ccm H,O, 1. und 2. durch 50 ccm Gerbsaure 
gefiillt. Der Stickstoff wurde in 40 ccm des Filtrats bestimmt 
und die entsprechenden Mengen ®/10-NH, waren: 





1. 8,35: ccm 3. 1,55 ecm 
2. 2,6 * 4. ‘1,25 a 
Differenz 5,75 ccm Differenz 0,30 ccm 


Kin anderer Harn wurde in derselben Weise untersucht 
und ergab folgendes Resultat : 





1. 12,45 ccm 3. 1,65 ccm 
2. 3,0 >» 4. 1,65 > 
Differenz 9,45 ccm Differenz 0,00 ccm 


Wenn ungekochtes Fibrin zugegen ist, wird also 
eine relativ starke Verdauung durch den Caseinnieder- 
schlag erhalten. Aus 2. folgt, dafi das Fibrin selbst ein 


BPD Sct re 
ie soy es A is ORS bin tia tha « é 
RES RES Pa a a : 
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proteolytisches Enzym enthalt. Die Wirkung desselben tritt 
weniger hervor, wenn kein Casein zugegen ist: 

5 g Fibrin + 50 ccm H,O +- 0,5,.cem 10°/o Na,CO, 
10 ccm Gerbsaure wurde nach der Verdauung zugesetzt. 30 ccm 
Filtrat gab 0,6 ccm ™! ,,-NHsg. 


Versuch II. 


Dieser Versuch wurde mit dem Harn einer dritten Person 
ausgefihrt. 


Casein H,0 = 10°%o Na, CO, 
1. C. aus ungek. Harn -++ 5 g Fibrin + 50cem—+- 10cem + 1,5 ccm 
2. >» »  gek. > +5» » +50 » +10 » +15 >» 
3. » » ungek. » -+5>» gek. Fibrin-+50 » -+-10 >» -+-1,5 > 
4 » » gek. e « | a> » > —L DD» a 10 » -L 15 >» 


Das Fibrin wurde in derselben Weise wie die Casein- 
niederschlage in den Kontrollproben der ersten erwihnten Ver- 
suche gekocht. Nach der Verdauung wurden 30 ccm Gerbsiure 
-+ 20 cem H,O zugesetzt und 50 ccm Filtrat analysiert. 


1. 15,65 ccm 3. 1,9 ccm 
2. 36d » 4.1.2 » 
Differenz 12,00 ccm Differenz 0,7 ccm 


Auf gekochtes Fibrin hat also der Harn keine, oder 


jedenfalls eine sehr geringe Wirkung (Differenz = 0,7). 


Versuch III. 


Der Harn war zu verschiedenen Zeiten des Tages 


aufgesammelt worden. 
A. Harn von 12 Uhr mitternachts bis 11 Uhr vormittags, 
wahrend welcher Zeit keine Nahrung aufgenommen worden war. 


1, C. aus ungek. Harn -++- 5g Fibrin-++ 50ccm H,O -+ 1,75 ccm 10°/o Na,CO, 
2. > » > > +50 » Casein+1,75 » 10% » 
a * » > > aa 50 » > -t 1,75 » 10°%o » 


Die Kontrolle 3. ohne Fibrin wurde sogleich, ohne ver- 
daut zu werden, durch 20 ccm Gerbsaure -+- 30 ccm H,0 gefiilt. 
Nach der Verdauung wurde 1. durch 50 ccm Gerbsiure und 
2. durch 20 ccm Gerbsaure -++ 30 ccm H,0 gefallt, 40 ccm Filtrat. 


1. 9,6 ccm 2. 1,55 ccm 3. 0,6 ccm 
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Bb. Harn vom Mittagessen um 4,15 Uhr nachmittags bis 
8,30 Uhr nachmittags. Die Proben wurden wie in A. an- 
geordnet. 
1. 9,85 ccm 2. 1,5 ccm 3. 1,55 ccm 
Der Harn hat also zusammen mit Fibrin (1.) dieselbe 
Wirkung in A und B gehabt. 


Versuch IV. 


Wenn der Harn wiihrend 24 Stunden aufbewahrt wird, 
wird seine Wirkung zusammen mit Fibrin nicht erwahnenswert 
vermindert: 


10°/o Na,CO, 
1. C. aus frischem Harn + 5g Fibrin + 50 ccm H,O + 1,75 ccm 
2. » » aufbewahrtemHarn+ 5>» » +50 » » +41,75 >» 
50 cem Gerbséure; 40 cem Filtrat. 
1. 9,6 ccm 2. 8,85 ccm 


Bei der Verdauung in Gegenwart von Fibrin wird aufer 
dem Fibrin auch Casein digeriert. Dies geht daraus hervor, 
daB bei Zusatz von mehr Casein die Verdauung be- 
deutend vermehrt wird. (Versuch V—VII.) Daf anderseits 
auch das Fibrin digeriert wird, erleuchtet aus dem Um- 
stand, dafi dasselbe in den meisten Fallen vollstiandig auf- 
gelost wird. 


Versuch V. 
1. C. aus ungek. Harn +- 5g Fibrin + 50 ccm Casein +-1,75 ccm 10°/o Na,CO, 
2.> » > » +5» » +650 » H,O +1,75 » 10% >» 
3. > » gek. » +5» » +50 » >» +1,75 » 10% >» 
4. > » ungek. » +5>» » +50 » Casein+1,75 » 10% » 


Probe 4 wurde sogleich, ohne bei 37° gehalten zu werden, 
durch 30 ccm Gerbsiiure -+- 20 ccm H,O gefallt. Nach der Ver- 
dauung: 1. und 2. 50 ccm Gerbsaure; 3. 30 ccm Gerbsaure 
+ 20 ecem H,O. 50 ccm Filtrat. 


1. 23,2 ccm ens 
oe \ Differenz = 5,65 ccm 


2.17.55 » f 
3. 52 » 
4 1,8 » 
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Versuch VI. 


Harn (A) von derselben Person wie im vorhergehenden 
Versuche. 


1. C. aus ungek. Harn +- 5 g Fibrin + 50 ccm Casein - - 1,75 ccm 10°/o Na,CO, 
2.> » » » +5» » +50 » HO +1,75 » 10% » 

3, >» > > > a. 5> » +50 » Casein+-1,75 » 10% 

4A. >» »  gek. +-5 >» +50 » >» -1,75 » 10% » 


1. und 2. 50 ccm Gerbsaure; 3. und 4. 40 cem Gerb- 
siure + 10 ccm H,O. Das Filtrat von 1. gab bei Zusatz von 
mehr Gerbsiiure einen Niederschlag, der jedoch im Uberschuf 
gelést wurde. 40 ccm Filtrat. 

Nach derselben Methode sind die Harne (B und C) zwei 
anderer Personen untersucht worden. Zu 1. und 2. wurde 
jetzt 50 ccm Gerbsiure, zu 3. und 4. 30 ccm Gerbsaure -- 
20 ccm H,O zugesetzt. 50 ccm Filtrat. 

A. B. C. 


1. 16,1 ccm ) Differenz 1. 25,4 ccm \ Differenz 1. 21,5 ccm ) Differenz 
282 > f =79 2.185 » §f =69 2.138 » f| =7,7 
3. 1,5 > 3. 22 >» & & » 

4 13 » 4. 2,7 » 4 1,7 » 


Die Versuche zeigen, dab bei Zusatz von Casein (1) eine 
ausgiebigere Digestion erhalten wird als ohne dasselbe (2) und 
da folglich auch das zugesetzte Casein neben dem Fibrin 
verdaut wird. Dasselbe geht auch aus dem folgenden Ver- 
such hervor, aus welchem auch zu ersehen ist, dafi die Ver- 
dauung, welche von dem proteolytischen Enzyme des Fibrins 
herriihrt, ebenfalls, wenn auch unbedeutend, bei Zusatz von 
Casein vermehrt wird. (Differenz 0,8.) 


Versuch VIL. 
C. aus ungek. Harn -+- 5 g Fibrin -+- 50 ccm Casein ++ 1,75 ccm 10/0 Na,CO, 
> » > » +5» » +50 » H,O +2 >» 10%. » 
>» » gek. » +5» » +80 » Casein-+-1,75 » 10% >» 
+5» » +50 » HO +2 » 10% >» 


50 ccm Gerbsiéure; 50 ccm Filtrat. 


no — 


te 9° 
. 
. 
¥ 


1. 20,9 ccm ; 
2.134 » } Differenz = 7,5 ccm 
3. 4,05 » \ ; 

4, 32 » f Differenz = 0,85 ccm 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 6 








82 Filip Johansson, 


Aus meinen bisher erwahnten Versuchen geht also 
hervor, dah 

1. normaler Menschenharn kein zusammen mit Casein 
fallbares in alkalischer Lésung wirkendes proteolytisches Enzym 
enthalt oder nur winzige Mengen davon; 

2. normaler Menschenharn enthalt dagegen eine zusammen 
mit Casein fallbare Substanz, welche in der Gegenwart von 
Fibrin proteolytische Wirkung bei alkalischer Reaktion 
erzeugt (Versuche I—VII). Dabei wird sowohl das Fibrin wie 
zugesetztes Casein angegriffen (Versuche V—VII). 

Da es von Interesse sein kénnte zu erfahren, ob die 
Wirkung von Pankreastrypsin durch Fibrin gesteigert wird, 
habe ich folgenden Versuch ausgefiihrt, aus welchem keine 
solche Wirkung zu ersehen war. 


Versuch VIII. 


Das Trypsin war aus Pankreassubstanz bereitet. Zur 
Kontrolle wurden Proben mit auf dem Wasserbade gekochter 
Trypsinl6sung angeordnet (2. und 4.). 

1. 0,5 cem ungek. Trypsin +- 5 g ungek. Fibrin +- 50 ccm Casein -++- 10ccm H,O 

2. 0,5 » gek. » aa 5 > > >» a 50 >» » te 10 » » 

3.0,5 » ungek. » +5» gek. >» +50 >» >» +10 > » 

4. 0,9 » gek. » — D>» > > +-50 >» > =f 10 » » 
30 ccm Gerbsaure; 50 ccm Filtrat. 


1. 3,4 ecm 3. 1,95 ccm 
2. 37 > 4, 0,85 » 
Differenz —0,3 cem Differenz 1,10 ccm 


In den beiden folgenden Versuchen wurde untersucht, 
ob auch das Fibrin die wirksame Substanz aus dem 
Harn aufnehmen kann. Nachdem das Fibrin wiahrend zwei 
Stunden bei Zimmertemperatur im Harn gelegen hatte, wurde 
es herausgenommen und sorgfiltig gewaschen. 


Versuch IX. 


8 g Fibrin wurde in I. 100 cem Harn, II. 100 cem Harn +- 
‘00 cem destilliertes Wasser, III. destilliertes Wasser gelegt. Die 
Fibrinproben wurden nach der Waschung in Flaschen gelegt; 
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50 ccm Caseinlésung und 0,5 cem 10°/oiges Na,CO, wurde zu 
jeder zugesetzt und wie gewodhnlich wahrend 24 Stunden bei 
37° digeriert. 40 ccm Gerbséure; 45 cem Filtrat. 
I. 8,45 ccm Il. 11,4 ccm Ill. 9 ccm. 

Moglicherweise ist aus dem verdiinnten Harn (Il) etwas 
von der wirksamen Substanz durch das Fibrin aufgenommen 
worden. Aus dem nicht verdiinnten Harn (I) wurde nichts auf- 
genommen. 


Versuch X. 


In diesem Versuche wurden zwei verschiedene Harne 
angewendet (A und B). Vom Harn A wurden 4 Proben, vom 
Harn B 2 Proben 4 100ccm abgemessen. Zur Kontrolle wurden 
2 Proben vom Harn A (2. und 4.) und eine vom Harn B (2.) 
gekocht. Alle Proben wurden zu 300 ccm verdiinnt und 5 g 
Fibrin in jede gelegt. Die Fibrinproben wurden nachdem 
folgendermafien angeordnet: 

| 1. Fibrin + 50cem H,O -+ 0,5 ccm 10°/o Na,CO, 
2. . + 50 >» > +05 » 10°%o » 








| 3. » +50 >» Casein +05 » 10% >» 

4, >» + 50 » > +05 » 10% » 

B ji >» + 50 » >» +05 » 10% » 

oe * >» -+ 50 > >» +05 » 10% » 

44) ccm Gerbsiure; 45 ccm Filtrat. 

A f 1. 0,6 ccm A f 3. 4,15 ccm B f1.4,8 ccm 
“X2.05 > “\4, 245 > (2. 3,65 > | 
Differenz 0,1 ccm Differenz 1,70 ccm Differenz 1,15 ccm 


Nur in der Gegenwart von Casein entsteht also eine 
bemerkbare Differenz, welche méglicherweise auf eine Auf- 
nahme seitens des Fibrins von winzigen Mengen der wirksamen 
Substanz aus dem Harne hindeuten kénnte. Uberhaupt scheint 
die wirksame Substanz auf das Fibrin nicht in bestimmt 
nachweisbaren Mengen fixiert werden zu kénnen. 


Versuche mit Fibrinextrakt. 


Das Fibrin wurde einerseits mit NaCl-Lésung (Ver- 
such I) und anderseits mit Caseinlésung (Versuch II) extrahiert. 
6* 
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Versuch I. 


In einer Flasche von 100 ccm Inhalt wurde Fibrin ge- 
packt und etwa 50 cem 1°/o ige NaCl-Lésung zugesetzt. Nach 
20 Stunden bei Zimmertemperatur wurde das Extrakt abgeprebBt, 
filtriert und zum folgenden Versuch zusammen mit sorgfaltig ge- 
waschenen Caseinniederschligen aus einem Harne angewendet. 

10°o Na,CO, 
5 cem ungek. Extrakt -+- 50 ccm Casein -+- 1,75 ccm 
2) 


> > +50 > * > 


5» 1,7 
Ungek. » + 5 » gek. » + 50 » >» + 1,75 » 
4. Gek. » +5 » > » +50 » >» + 1,75 » 
4) ccm Gerbséure; 45 ccm Filtrat. 
1. 2,95 ccm 2. 2,95 ccm 3. 1,3 ccm 4. 1,3 ccm. 
1. 2,95 ccm 3. 1,3 ccm 2, 2,95 ccm 
2. 2,95 » 4 13 » 4.13 » 
Differenz 0,00 ccm Differenz 0,0 ccm Differenz 1,65 ccm 


Der ungekochte Salzextrakt ergab also eine schwache 
Verdauung (Differenz 1,65), aber diese wurde nicht durch den 
Caseinniederschlag verstiarkt, und die NaCl-Lésung hatte folg- 
lich von dem auf dem Fibrin befindlichen, zusammen mit dem 
Caseinniederschlage aus dem Harn wirksamen Stoffe, nichts 
ausgezogen. 


Versuch II. 


400 ccm der Caseinlésung wurde in eine Flasche von 
550 ccm Inhalt gegossen und die Flasche mit Fibrin angefiillt. 


Die Extraktion dauerte 15 Stunden bei Zimmertemperatur. 
1. Ungek. C. + 50 ccm ungek. Extrakt + 1,75 ccm 10°/o Na,CO, 





2. Gek. » + 50 » > > +- 1,75 » 10% > 
3. Ungek. » + 50 » © gek. > +-1,75 » 10% » 
4. Gek. » + 50 » > > + 1,75 » 10% > 
1. und 2. 50 ccm Gerbsiure; 3. und 4. 40 ccm Gerbséure -+ 10 ccm H,0. 

1. 8,3 ccm 2. 7,5 ecm 3. 3,75 ccm 4. 3,35 ccm. 

1. 8,3 cem 3. 3,75 ccm 2. 7,5 ccm 

2. 7,5 » 4, 3,35 » 4, 3,35 » 

Differenz 0,8 ccm Differenz 0,40 ccm Differenz 4,15 ccm 


Das Casein hatte also aus dem Fibrin ein proteolytisches 
Enzym extrahiert (Differenz 4,15), dessen Wirkung aber durch 
den Caseinniederschlag nur unbedeutend verstirkt wurde 
(Differenz 0,8). 


te | 














Ober die tryptische Verdauung durch den Harn. 85 


Versuche mit Blutserum und mit Leukozyten. 


Mit Ochsenserum wurde ein Versuch ausgefiihrt, wobei 
keine Verdauung erhalten wurde. Der Harn war wiahrend 
40 Stunden dialysiert und in allen Proben ungekoeht. 


1. C. + 20 ccm ungek. Serum + 30 ccm H,O -+ 1,74 ccm 10°/o Na,CO, 
2. > +20 » — gek. > +30 » » + 1,75 » 10% » 


3. > + 5O >» >» ~j- 1.75 » 10°/o > 
30 ccm Gerbsdure; 30 ccm Filtrat. 
1. 0,95 ccm 2. 0,8 ccm 3. 0,54 ecm. 


Die Wirkung des Fibrins kénnte aus Leukozyten direkt 
herrtihren, deren Reste dem Fibrin anhaften kénnten. Ein 
Versuch ist darum mit Leukozyten aus Rindsblut gemacht 
worden. Durch ein erstes Zentrifugieren des Blutes, das durch 
Zusatz von Kaliumoxalat am Gerinnen verhindert worden war, 
wurden die roten Blutkérperchen vom Serum mit darin auf- 
geschlammten Leukozyten getrennt. Das Serum wurde abpipet- 
tiert und von neuem zentrifugiert, wobei ein Bodensatz von 
roten und farblosen Blutkérperchen erhalten wurde. Nachdem 
das Serum abgegossen worden war, wurden die Blutkérperchen 
durch moglichst wenig Wasser in einer Flasche niedergewaschen. 
Aus etwa 700 ccm Blut wurden 10 ccm mit Blutkérperchen 


erhalten. 
10°%o Na,CO, 


1. C. aus ungek. Harn -+-2cem _ Blutkérp. ++ 50 ccm Casein ++ 1,75 ccm 
ya » » gek. > - .- 2 » > -te 50 >» > ao 1,75 > 
3. » » umgek. » +2 » gek. » + 50 » >» --+41,75 » 
A > » gek,. > — 2 » > > LE 50 > > a 1,75 » 
30 ccm Gerbsadure; 40 ccm Filtrat. 
1. 4 ccm 2. 4,5 ccm 3. 3,7 ccm 4. 3,3 ecm. 
1. 4 ccm 2. 4.5 ccm 
2. 4,5 >» 4, 3,3 » 
Differenz — 0,5 ccm Differenz 1,2 ccm 


Die Leukozvten zeigten also in diesem Falle keine Wir- 
kung zusammen init dem Harncaseinniederschlag. 


Versuche, etwaiges Trypsinogen im Harn nachzuweisen. 


Bamberg und v. Schoenborn haben, wie erwahnt, kein 
Trypsinogen im Menschenharn gefunden. Dasselbe Ergebnis 
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ist in den beiden folgenden Versuchen erhalten worden. Die 
proteolytische Wirkung des Harns zusammen mit Fibrin kann 
also nicht auf einer Eigenschaft des Fibrins, Trypsinogen akti- 
vieren zu kénnen, beruhen. Nach Delezenne'’) hat das Fibrin 
diese Eigenschaft, die er dem Gehalt des Fibrins an Leuko- 
zyten zuschreibt. 
Versuch I. 
CaCl, wurde zu etwa 0,2°/o zugesetzt. 

10°/o Na,CO, 
1. C. aus ungek. Harn +- 50 ccm Casein +- 5,5 ccm 2°/o CaCl, -+- 1,75 ccm 
92>» > »* » +80 > » +55 >» HO +41,75 >» 


40 ccm Gerbséure; 35 ccm Filtrat. 
1, 2,4 ccm 2. 2,6 ccm. 


Kin etwaiges Zymogen wird also nicht durch CaCl, 
aktiviert. 


Versuch II. 


Von Kalbsduodenum wurden 1 '/2 dm genommen und 
zusammen mit Sand zerrieben. 60 ccm Wasser wurden zugesetzt 
und der Extrakt nach Filtrierung zum folgenden Versuch an- 


gewendet: 


10°/o Na,CO, 
1. (. aus ungek. Harn +- 50 ccm Casein -+- 5 ccm Kinase -+- 1,75 ccm 
nt gek. » a 50» » fo 5 » » aa 1,75 » 
3. >» » ungek. » -+ 50 » >» +5 » HO + 1,75 >» 
4, » » — gek. » + 50 » » +5 » > + 1,75 » 
40 ccm Gerbsiure; 35 ccm Filtrat. 
1. 1,3 ccm 2. 1,5 ccm 3. 1,3 ccm 4. 1 ccm. 


Enterokinase hat also keinen Einflu8 auf die Harnsubstanz. 
Versuche tiber die Einwirkung von Ammoniak und von 
Essigsiure auf die wirksame Substanz in dem Harn, 


Versuch I. 


Zu 100cem Harn wurden 100 ccm ?2/10-n-NH, zugesetzt. 
Nach 3 Stunden bei Zimmertemperatur wurde mit 200 ccm 
n/io-H,SO, neutralisiert (Probe A). Eine Kontrollprobe wurde 


‘) Delezenne, Soc. biol., Bd. 54, S. 590 (1902) und Bd. 56, 
S. 166 (1904). 
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aus 100 ccm Harn und der entsprechenden Menge (H,N),SO, 
zubereitet (Probe B). Beide Proben wurden zu 500 ccm ver- 
diinnt und mit Casein versetzt. 
1. C. aus A + 50 ccm Casein + 1,75 ccm 10°/o Na,CO, 
2. > » B-- 50 » > + 1,75 » 10% 
40 ccm Gerbséure; 35 ccm Filtrat. 
1. 2 ccm 2. 1,75 ccm. 


Versuch II. 


Zwei Proben 2 100 cem Harn wurden wie im vorher- 
gehenden Versuche angeordnet. Das Ammoniak wurde in A 
nach 51/2 Stunden neutralisiert. Eine dritte Probe desselben 


Harnes wurde gekocht (Probe (C). 
t- 2ccm 10°o Na,CO, 


1. C. aus A + 5g Fibrin + 50 ccm H,O +4 
2,> » B+ 5» >» +50 » » +2 » 10°%/o > 
3B» » C+5> » +50 >» » +2 » 10% >» 
50 ccm Gerbsaure; 50 ccm Filtrat. 
1. 11,4 ccm 2. 12,7 ccm 3. 3,9 ccm. 


Versuch III. 


Zu zwei Proben & 100 cem Harn wurden 25 bezw. 11 ccm 
1°/oiger Essigsaure zugesetzt (Probe A und C resp.) Nach 
3 Stunden bei Zimmertemperatur wurde die Essigsdéure mit 
vorher bestimmten Mengen ®/10-NaOH neutralisiert. Zwei andere 
Proben wurden mit den entsprechenden Mengen Natriumacetat 
angeordnet (Probe B und D resp.). Alle Proben wurden zu 


500 ccm verdinnt. 

1. C. aus A + 5g Fibrin + 50 cem H,O + 1,75 ccm 10°/o Na,CO, 
2> >» B+5b» » +50 > » +1,75 » 10% » 
1 


38> >» C+5> » +50 >» » 41,75 » 10% >» 
» D + 5» » a 50 > » -t 1,75 >» 10 °;0 » 
at. 


50 cem Gerbséure; 50 ccm Filtrat 
1. 9,5 ccm 2. 14,4 ccm 3. 11,8 ccm 4. 13,3 ccm. 

Bei den gewahlten Versuchsbedingungen tiben also Am- 
moniak und Essigsiure keine oder nur eine unbedeutende Ein- 
wirkung auf den Harn aus. Moglicherweise wird die wirksame 
Substanz des Harns durch Siiure etwas geschiidigt. 
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Versuche mit Rindsharn. 


Versuch I. 
. C. aus ungek. Harn -++ 5g Fibrin-++ 50 ccm H,O +2 ccm 10°/o Na,CO, 


I 

2, > » gek. » +5> » +850 » >» +2 » 10% >» 
3. >» » ungek. >» -+-50 » Casein-+ 1,75» 10% >» 
( >» gek. » +50 >» » +1,75>» 10% » 


1. und 2. 50 ccm Gerbsaure, 3. und 4. 30 cem Gerbsiure + 20 ccm 
H,O ; 50 cem Filtrat. 


1, 12,6 ccm 3. 1,65 ccm 
2. 3,55 » 4.1 > 
Differenz 9,05 cem Differenz 0,65 ccm 
Versuch II. 
1. C. aus ungek. Harn -}+ 50 ccm Casein -+- 1,75 ccm 10°jo Na,CO, 
2. 9 gek. > + 50 » > + 1,75 » 10°o > 
30 ccm Gerbséure + 20 ccm H,O; 40 ccm Filtrat. 
1. 0,85 ccm 2. 0,8 ccm. 


Die Rindsharne in diesen beiden Versuchen haben 
sich also wie Menschenharn verhalten. 


Versuche mit Pferdeharn. 


Der Pferdeharn enthalt einen reichlichen Niederschlag, 
der méglicherweise wirksame Substanzen aus dem Harne auf- 
nehmen kénnte. Darum sind Versuche teils mit filtriertem 
Harn(VersuchIu. II), teils mit dem Niederschlag (Versuch III) 
und teils mit Harn, in welchem der Niederschlag auf- 
gel6st worden war (Versuch IV), gemacht worden. 


Versuch I. 
1. C. aus ungek. Harn -++ 5d g Fibrin + 50 ccm H,O + 2 ccm 10°/o Na,CO 
zz > > > +-5 » > +- 50 > > + 2 >» 10 °/o - » 
50 ccm Gerbsaure: 50 ccm Filtrat. 
1. 3,7 ccm 





Differenz 0,9 ccm 


Versuch II. 
Mit einem andern Harn wurden dieselben Proben her- 
gestellt: 
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30 ccem Gerbséure; 45 ccm Filtrat. 
1. 4,1 ccm 
2. 3,20 > 
Differenz 0,9 cem 
Der filtrierte Harn zeigte also in diesen Versuchen eine 


sehr unbedeutende Wirkung zusammen mit Fibrin. 


Versuch III. 


Der Niederschlag (N) wurde durch Dekantieren gewaschen, 
ehe er auf das Filter genommen wurde. Die Kontrollproben 
(2 und 4) wurden in derselben Weise wie Fibrin wahrend 
30 Minuten gekocht. 





1. Ungek. N ++ Og Fibrin ++ 50 cem Casein 

2. Gek,. » + 5» >» + 50 >» > 

3. Ungek. » -+ 5» gek. » -+ 50 » > 

4, Gek. » + 45> » >» + 50 > 

40 ccm Gerbsaure; 40 ccm Filtrat. 
1. 9 ccm 2. 7,1 ccm 3. 1,1 ccm 4. 0,9 ccm. 
1.9 ccm 3. 1,1 ccm 2. 7,1 ccm 
2. 71 » 4, 0,9 » 4, OF » 
Differenz 1,9 ccm Differenz 0,2 ccm Differenz 6,2 ccm 


Die Wirkung des Fibrins ist vielleicht durch den Nieder- 
schlag etwas vermehrt worden. 


Versuch IV. 


Nachdem der Niederschlag durch Zusatz zum Harne von 
Essigsdure zu schwach saurer Reaktion aufgelést worden war, 
wurde der Harn in gewohnlicher Weise behandelt. 

10°%o Na,CO, 
1. C. aus ungek. Harn -++- 5 g ungek. Fibrin -+- 50 ccm Casein + 1,75 ccm 
a > >» gek. 2 Le D>» > » -t 50 >» > -L 1,75 » 
3. >» » ungek. » -+5> gek. » -+850 » >» +41,75 » 
4. >» » ~~ gek. > +5> >» >» +50 >» » +41,75 » 
50 ccm Gerbsaure; 40 ccm Filtrat. 


1. 11,3 cem 2. 7,8 ccm 3. 3,1 com 4. 1,9 cem. 

1. 11,3 ccm 3. 3,1 ccm 2. 7,8 ccm 

2. 78 > 419 > £19 > 
Differenz 3,5 ccm Differenz 1,2 cem Differenz 5,9 ccm 


Die proteolytische Wirkung des Fibrins (Differenz 5,9) 
ist durch den Harn in diesem Falle etwas verstirkt worden 
(Differenz 3,5). 
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Versuch V. 


Mit Pferdeserum und filtriertem Pferdeharn wurde 
auch ein Versuch gemacht, der negatives Resultat gab. 
10 %/o Na,CO, 
1. C. aus ungek. Harn +- 5 ccm Serum -+- 50 ccm Casein -+- 1,75 ccm 
2. > > » +5 » HO + 50 » >» + 1,75 >» 
3. » » gek. » +5 » » + 50 » >» + 1,75 » 
40 ccm Gerbséure; 35 ccm Filtrat. 
1. 1,05 ccm 2. 1.9 ccm 3. 1,15 ccm. 


Zusammenfassung. 


Im normalen Menchenharn, wie im Rinds- und Pferde- 
harn, habe ich kein mit Casein fillbares in alkalischer Losung 
wirksames proteolytisches Enzym mit Sicherheit finden kénnen. 
In EiweiBharnen kommt dagegen ein solches bisweilen vor. 

Bei der Ausfiillung des Caseins aus dem Harn wird vom 
Casein eine Substanz mitgerissen, die in alkalischer LOsung 
zusammen mit Fibrin aus Rindsblut proteolytische Wirkung 
auslibt. Eine ahnliche Substanz kommt auch in Rindsharn vor 
und in sehr geringer Menge moglicherweise im Pferdeharn. 
Mit Rindsserum anstatt Fibrin wurde dagegen keine proteo- 
lytische Wirkung erhalten. 

Trypsinogen ist nicht im Harn gefunden worden. 

Die beiden sich komplettierenden Substanzen auf dem 
Fibrin einerseits und im Harn anderseits sind durch Kochen 
zerstorbar und infolgedessen wahrscheinlich enzymatischer Natur. 
Moglicherweise ist die eine dieser Substanzen als eine Kinase 
zu betrachten, welche die andere aktiviert. Welcher der beiden 
Stoffe in dem Falle das eigentliche Zymogen ausmacht, geht 
aus meinen Versuchen nicht hervor. Meine Ergebnisse erklaren 
in ungezwungener Weise, warum Cathcart mit Fibrin als 
Substrat eine starke proteolytische Wirkung mit dem Casein- 
niederschlag aus Menschenharn erhielt. 











Nachtrag zu «Der Gehalt der Proteine an |-Tyrosin 
und die Genauigkeit der Bestimmung dieser Aminosadure>. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitit Halle a. S$.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1913.) 

Es ist kiirzlich darauf hingewiesen worden, dab die von 
Otto Folin und W. Denis angegebene Methode der Tyrosin- 
bestimmung zu hohe Werte liefern muf, weil das von diesen 
Forschern verwendete Reagens aufer mit Tyrosin auch mit 
Tryptophan und Oxytryptophan eine blaue Fiirbung gibt. Wir 
haben nun auch das |-Oxyprolin gepriift. Es gibt ebenfalls Blau- 
farbung mit dem Folin-Denisschen Reagens und wird ohne 
Zweifel die Tyrosinbestimmung stéren. Folin und Denis dis- 
kutieren selbst die Méglichkeit, da® diese Aminosiiure mit ihrem 
Reagens sich ahnlich verhalten kénnte, wie das Tyrosin. 

Wir waren zunachst zweifelhaft, ob unsere Beobachtung 
ganz richtig sei, weil das von uns aus verschiedenen Proteinen, 
vor allem aus Gelatine gewonnene I-Oxyprolin ein geringeres 
Drehungsvermégen aufwies, als in der Literatnr angegeben ist. 
Da jedoch die Analysen sehr scharf stimmten, so dachten wir 
an eine wahrend der Darstellung erfolgte Razemisierung. Das 
am besten drehende Praparat ergab némlich [a}ono = — 72,37°. 

0,4159 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lésung 8,3965 g, d — 1,059. «a im 0,5 dm-Rohr = — 1,90°. 


DD 


In der Literatur ist [a],,, = — 81° angegeben. Nun teilte 


uns kiirzlich Herr Dr. Leuchs mit, daB es ihm gelungen sei, das 
l-Oxyprolin synthetisch zu gewinnen. Er fand [a} ro = — 76°. 
Somit diirfte unser Praparat auch optisch ziemlich rein ge- 
wesen sein. 

Es ergibt sich aus der gemachten Beobachtung ein Grund 
mehr zur Ablehnung der von Folin und Denis zur Tyrosin- 
bestimmung vorgeschlagenen Methode und der mit ihr er- 
haltenen Resultate. 


*) Emil Abderhalden und Dionys Fuchs, Uber den Gehalt 
der Proteine usw., Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 468, 1913. 





Notizen. 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1913.) 


I. 


Uber ein bei der Melanose der Dickdarmschleimhaut beteiligtes 
Pigment. 


Vor kurzem erschien eine sehr eingehende Arbeit von 
Folke Henschen!) tiber die Melanose der Dickdarmschleimhaut. 
Henschen diskutiert die Méglichkeiten der Entstehung und 
Herkunft des in der Dickdarmschleimhaut in bestimmten Fallen 
vorkommenden Pigmentes. Der Zufall fiigte es, dafi mir kurz 
nach Erscheinen der erwaéhnten Arbeit von Herrn Kollegen 
Beneke eine melanotische Dickdarmschleimhaut tibergeben 
wurde. Ich habe versucht das vorhandene Pigment zu isolieren 
und seine Natur festzustellen. Leider verlaufen derartige Unter- 
suchungen immer unbefriedigend, weil die Ausbeute an Pigment 
meist sehr gering ist, und man kein Urteil dariiber gewinnen 
kann, ob das isolierte Produkt auch nur einigermafen ein- 
heitlich ist. Dazu kommt noch, dafBi man erst nach Methoden 
suchen muf, um das Pigment abzutrennen. Es bleibt dann meist 
unentschieden, ob man nicht schon durch die verschiedenen 
Eingriffe das Pigment sekundar verindert hat. 

Im vorliegenden Falle lieBen sich doch einige Anhalts- 
punkte gewinnen, die eine Mitteilung rechtfertigen. Vielleicht 
gelingt es spiiter, wenn mehr Material zur Verfiigung steht, 
den Befund zu erweitern. Einmal lieS sich mit Sicherheit 


'' Folke Henschen, Uber die Melanose der Dickdarmschleim- 
haut, Nordiskt medicinskt Arkiv, Bd, 45, S. 163, 1912. 
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nachweisen, dai im untersuchten Falle das Pigment nicht ein- 
heitlich war. Es lie sich ferner eine braun gefiirbte Substanz 
isolieren, die beim Verbrennen einen deutlichen Geruch nach 
Skatol resp. Indol gab. Diese Substanz erinnerte mich lebhaft 
an eine ganz analog aussehende und sich gleich verhaltende, 
die ich beobachtete, als ich eine Mutterlauge von Tryptophan 
stehen lief.!) Diese braunte sich offenbar unter Einwirkung 
des Lichtes und vor allem ven Mikroorganismen zusehends, 
und allma&hlich entstand ein braunschwarzer Bodensatz. Er 
vermehrt sich auch jetzt noch. Dieses braune Produkt lost 
sich in Alkali und lift sich durch Ubersiiuren der Lésung 
wieder abscheiden. Durch Loésen in n-Natronlauge und Fallung 
mit n-Schwefelsiiure lieS sich das braune Pigment reinigen. 
Ks wurde schlieflich bei 100° getrocknet und analysiert. 
Gleichzeitig reinigte ich das sich analog verhaltende Produkt, 
das aus Tryptophan entstanden war, in gleicher Weise. Die 
Analysendaten stimmen recht gut tiberein. 

Analyse des aus der Dickdarmschleimhaut gewonnenen 
Pigmentes : 

5,070 mg Substanz: 2,24 mg. H,O, 7,18 mg. CO, = 
4,94°/o H und 38,62°/o C. 

5,23 mg Substanz: 0,502 cem N. [717 mm, 20°] = 
10,55°/o N. 

Analyse des aus I|-Tryptophan entstandenen Pigmentes : 

4,800 mg Substanz: 2,03 mg. H,O, 6,76 mg. CO, = 
4,73°/o H und 38,41°/o C. 

4,380 mg Substanz: 0,418 cem N. [717 mm, 20°] = 
10,49°/o N. 

Beide Praparate enthielten etwas Asche. bBeide waren 
frei von Schwefel und Phosphor. 

Es ist somit ohne Zweifel entweder im Darmkanal oder, 
was wahrscheinlicher ist, erst jenseits des Darmes in der Dick- 
darmschleimhaut seibst, aus Tryptophan ein Pigment gebildet 
worden. Vorausgegangen waren ohne Zweifel StOrungen ver- 
schiedener Art. Im untersuchten Fall war eine starke Er- 





1) Emil Abderhalden, Notizen I. Bildung eines braunen Farb- 
stoffes aus Tryptophan, Diese Zeitschrift, Bd. 78, 5. 159, 1912. 
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weiterung des Dickdarms — offenbar infolge von chronischen 
Stauungen des Inhalts — vorhanden. Vielleicht war dadurch der 
Abschlu8 nach dem Diinndarm ein nur mangelhafter, so daf 
KiweiBabbauprodukte in gréferer Menge in den Dickdarm ge- 
langen und der Fiaulnis unterliegen konnten. Vielleicht ist 
Tryptophan im Inhalt des Dickdarmes von Bakterien bereits 
umgewandelt und dann das entstandene Produkt innerhalb der 
Zellen der Darmschleimhaut in Pigment verwandelt worden. 
Ks sei noch bemerkt, dai die Hauptmenge des Pigmentes 
anderer Natur war. Es roch beim Verbrennen nicht im ge- 
ringsten nach Indol. Auch sein sonstiges Verhalten war voll- 
stindig anders, als beim isolierten Farbstoff. Es enthielt kein 
Eisen. Vielleicht ist es ein weiteres Umwandlungsprodukt des 
beobachteten Pigmentes. Bemerkt sei noch, daB die Méglichkeit 
gegeben ist, durch Einfiihrung von Eiweifabbauprodukten und 
besonders von Tryptophan experimentell eine Melanose zu er- 
zeugen und so den Zusammenhang des beobachteten Pigmentes 
mit dem Tryptophan noch zwingender zu gestalten. Eine Frage 
fiir sich ist die, ob die bei der Melanose der Dickdarmschleim- 
haut auftretenden Pigmente immer gleicher Art sind. 

Die Verarbeitung der melanotischen Darmschleimhaut war 
die folgende. Sie wurde zunichst fein zerhackt und dann mit 
Tetrachlorkohlenstoff im Soxhletapparat extrahiert, bis nichts 
mehr in das Extraktionsmittel mehr iiberging. Dann wurde 
die extrahierte Schleimhaut durch Kochen mit rauchender 
Salzséiure aufgelést. Es verblieb ein kérniges braunschwarz 
gefiirbtes Pigment. Dieses wurde solange mit Wasser gewaschen, 
bis das Waschwasser mit Silbernitrat keine Fallung mehr gab. 
Jetzt wurde das Pigment mit Alkohol und Ather gewaschen 
und dann bei 100° getrocknet. Nach erfolgtem Pulverisieren 
wurde das feine Pulver in der Kalte mit zirka der dreifachen 
Menge n-Natronlauge tibergossen. Ks trat alsbald Lésung eines 
Teiles des Pigmentes ein. Die Lésung farbte sich braun. Es 
wurde rasch filtriert. Zum Filtrat gaben wir etwa das doppelte 
Volumen n-Schwefelséure. Die Lésung blieb zuniachst klar, 
bis auf wenige kleine Fléckchen, die sich abschieden. Es 
wurde rasch abgesaugt. Das Filtrat zeigte dann nach wenigen 
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Minuten eine schwere, braune Fallung. Diese wurde abgesaugt 
und wieder in n-Natronlauge gelést. Nach erfolgter Abscheidung 
mit n-Schwefelsiure wurde der ganze Prozefi so lange wieder- 
holt, bis das jedesmal erhaltene Pulver sich sofort restlos in 
n-Natronlauge léste und beim Zusatz der n-Schwefelsiiure das 
Gemisch momentan ganz klar blieb. Das so erhaltene Produkt 
diente zur Analyse. Wir haben im ganzen etwa 0,3 g des 
braunen Pulvers erhalten. Die Menge des rohen, nicht ge- 
trennten Pigmentes betrug etwa 1,3 g. 


If. 


Ein Fall von Vortauschung einer Glukosurie durch Ausscheidung 
von Glukuronsaure. 


Ein 4jahriges Kind erkrankte am 16. Januar 1913 unter 
Fieber, Exanthem, leichter Angina. Es entwickelte sich Schar- 
lach. Der am 21. Januar untersuchte Harn enthielt kein Eiweil, 
er reduzierte jedoch sehr stark (Fehling, Nylander). Spezi- 
fisches Gewicht des Harnes 1017. Am 23. und am 24. Januar 
war ebenfalls ausgesprochene Reduktion vorhanden. Am 25. 
Januar reduzierte der Harn nicht. Erst am 2. Februar trat 
wieder deutliches Reduktionsvermégen auf. Der am 23. Januar 
gelassene Harn wurde mir von Herrn Dr. Oppenheimer zur 
Untersuchung tibergeben. Ich danke ihm auch an dieser Stelle 
fiir die Ubersendung dieses interessanten Harnes. Ich fand in 
Bestatigung der beobachtungen des Herrn Kollegen ein sehr 
starkes Reduktionsvermégen. Der Harn war hellgelb gefirbt. 
Er drehte nach links. Die Giarprobe ergab ein vollsténdig 
negatives Resultat. Nun wurde zunachst auf Pentosen ge- 
fahndet. Diese konnten nach dem ganzen Verhalten der 
Farbreaktionen unter Berticksichtigung der neuesten Angaben 
ausgeschlossen werden, dagegen lief sich die Anwesenheit 
von Glukuronsiure feststellen.1) Neben freier Glukuronsdure 





1) Vgl. die griindliche Darstellung von Carl Neuberg in seinem 
Handbuch: «Der Harn», S. 336, 370, 429. — Vgl. ferner Carl Neuberg 
und Omer Schewket: Uber einen einfachen Nachweis des Vorkommens 
von gepaarter Glukuronsiure im normalen Harn. Biochemische Zeit- 
schrift, Bd. 44, S. 502. 1912. 
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fand sich auch gebundene. Der Harn enthielt auffallend 
viel Phenol und Indoxyl. Ich vermute, daf im Harne leicht 
spaltbare, z. B. atherartig gebundene Glukuronséurepaarlinge 
vorhanden waren und diese das Reduktionsvermégen bewirkten, 
indem beim Kochen mit Alkali Spaltung auftrat. Kochte man 
nimlich mit Alkali kurze Zeit auf, dann trat beim Zusatz des 
Kupferoxydsalzes momentan eine Reduktion ein, wahrend bei 
direktem Zusatz von Kupfersulfat und Alkali zu erhitztem Harn 
die Reduktion zwar sofort einsetzte, jedoch erst nach einiger 
Zeit und dann aber fast plotzlich in grofbem Umfange eintrat. 
Ferner stieg die Linksdrehung an, wenn der Harn stehen ge- 
lassen wurde. Ob primiir freie Glukuronséure vorhanden war, 
wagen wir nicht zu entscheiden. Das zur Untersuchung ge- 
stellte Material war zu gering, um dieser sehr wichtigen Frage 
nachzugehen. 

Ich teile diese Beobachtung — analoge liegen bereits vor!) 
— nur deshalb mit, trotzdem sie aus dufBberen Griinden nicht 
zur Reindarstellung der einzelnen Paarlinge und der Glukuron- 
siure selbst fiihrte, weil jede neue Beobachtung dieser Art 
aufs neue zeigt, wie vorsichtig man bei der Diagnose einer 
Glukosurie sein mufi. Die Priifung des Reduktionsvermégens 
geniigt allein nicht. Die Gérungsprobe und die Bestimmung 
des Drehungsvermégens klaren angebliche Glukosurien rasch 
auf. Gewif ist manche in der Literatur beschriebene voriiber- 
gehende Glukosurie nichs weiter als eine Ausscheidung von 
leicht spaltbaren Glukuronséurepaarlingen gewesen. Auch in 
dem vorliegenden Falle verschwand das Reduktionsvermégen 
des Harnes bald. Hervorgehoben sei noch, dafi selbstverstand- 
lich ausgeschlossen wurde, daf Arzneimittel fiir das Reduk- 
tionsvermégen oder fiir die Bildung der Glukuronsdure in 
Betracht kamen. Interessant war der Umstand, dai eine dem 
zuerst vermuteten Diabetes angepaBbte strenge Diat den Gehalt 
des Harns an Glukuronséure stark beeinfluBte. 


‘) Besonders Paul Mayer hat Beitrage zu dieser Frage geliefert 
(vgl. z. B. Berliner klin. Woch., 27, 28, 1899. 13, 1903. — Deutsche med. 
Woch., Bd. 16, S. 17, 1901. — Z. f. klin. Medizin, Bd. 47, Heft 1/2, 1902. 























Einwirkung von Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas auf Diastase. 
V. Mitteilung. 


Von 
Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1913.) 


In einem friiheren Aufsatze!) habe ich iiber Versuche 
berichtet, bei welchen trockenes Chlorwasserstoffgas auf trockene 
Diastasepriiparate einwirkte. Bei dieser Behandlung nahmen 
die Diastasepriiparate Chlorwasserstoff auf und verloren ihre 
Wirksamkeit. Wurde jedoch der aufgenommene Chlorwasser- 
stoff bis zu einem gewissen Grade durch Auspumpen aus dem 
Praparate entfernt, dann wurde die Fahigkeit der Priaparate, 
diastatisch zu wirken, teilweise wieder hergestellt. Bevor ich 
diese Auspumpversuche anstellte, habe ich versucht, die chemische 
Verbindung zwischen Diastase und Chlorwasserstoff, welche, 
wie ich schliefen mufte, die Vernichtung der Fermentwirkung 
herbeigefiihrt hat, auf andere Weise zu lésen und damit die 
Fermentwirkung wieder herzustellen. Dies ist auch gelungen, 
als Ammoniakgas in groBem Uberschusse auf die mit Chlor- 
wasserstoffgas behandelten Diastasepraparate einwirkte. Diese 
Versuche sollen den Gegenstand der folgenden Abhandlung bilden. 

Die Methoden, welche verwendet wurden, waren dieselben, 
welche in den beiden zitierten Aufsitzen genau beschrieben 
worden sind, so daf8 es nun noch notwendig erscheint, einige 
Worte dariiber zu verlieren, wie die Einwirkungen von Chlor- 
wasserstoff und Ammoniak miteinander kombiniert wurden. 

Die im Vakuum iiber Schwefelsiure zum _ konstanten 
Gewichte getrockneten Diastasepraparate wurden in dem schon 
beschriebenen Apparate durch 18 Stunden mit Chlorwasserstoff- 
gas behandelt, wobei sie eine etwas dunklere Farbe annahmen. 
Dann wurde anhaltend Luft tiber die Priaparate geleitet und 
danach wurden diese gewogen. Sie wurden nun in einen zweiten, 
analog gebauten Apparat gebracht, in welchem sie durch 18 
Stunden der Einwirkung von Ammoniakgas ausgesetzt waren. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 276. 
Vgl. auch Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 161. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 
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Nach Ablauf dieser Zeit wurde wieder anhaltend Luft tiberge- 
leitet und danach gewogen. 

Sowie die Praéparate mit Ammoniakgas in Beriihrung 
kamen, bildeten sie leichte Salmiaknebel, welche sich zum Teile 
an den Wandungen des Wageglischens, zum anderen Teile an 
den Wandungen des Glaskolbens ansetzten, in welchen das 
Wigegliischen eingestellt war. Da somit ein kleiner Teil des 
gebildeten Chlorammoniums verloren gegangen war und damit 
die letzte Wagung kein richtiges Resultat gab, kann auch nicht 
genau ermittelt werden, wie viel Ammoniak von den Praparaten 
aufgenommen worden ist. Die Differenz zwischen dem Ge- 
wichte nach der Behandlung mit Chlorwasserstoff und dem 
Gewichte nach der Einwirkung von Ammoniak bildet daher 
nur sozusagen einen Minimalwert fiir die aufgenommene Am- 
moniakmenge. 

Trotzdem damit ein wertvoller Vergleichsfaktor ungenau 
geworden war, habe ich doch der Gleichmafigkeit der Ver- 
suche halber an die beschriebene Behandlung die quantitative 
Bestimmung der Aciditat, des formoltitrierbaren Stickstoffs und 
des Amidstickstoffs angeschlossen. 

Die Priiparate selbst hatten bei der Behandlung mit Am- 
moniak wieder eine etwas hellere Farbe angenommen, was 
wohl auf die Bildung von Salmiak zuriickzufihren ist. 

Zu den zu beschreibenden Versuchen sind Diastasepri- 
parate verwendet worden, welche schon in den friiheren Ab- 
handlungen niher beschrieben und dort als «Diastase II 
und III» und als «Diastase gereinigt III und IV» bezeichnet 
worden sind. Ich rekapituliere die dort erhobenen analytischen 
Daten dieser Priiparate in prozentischer Berechnung: 


i —___________ _________________ 























Stick. | Amid-| Formol- | Aciditat in ccm 
| ne pee stick- jtitrierbarer ; Normallauge 
| | stoff | Stickstoff /fiir 100 g Substanz 
Diastase II... ...| 456 | 3,69| 0,34| 0,16 | 35,7 
> 4,44 | 3,03 | 0,34 0,20 23,6 
gereinigt III) 5,62 | 3,55 | 040 = — 
> Iv] 5,46/ 356] 043} 0,18 32,4 
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Um Mifiverstandnissen vorzubeugen, betone ich nochmals, 
daB bei den nun folgenden prozentischen Berechnungen die 
angefiihrten Werte sich immer auf 100 Teile des urspriinglichen 
Praparates beziehen. Ich lasse nun die Resultate der Ver- 
suche folgen. 


Behandlung mit Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas. 


Es 
Bezeichnung | Verwendete Menge Aufgenommene | Aufgenommene 
, des Diastase- | Chlorwasserstoff- 














des Diastase- | priiparates menge Ammoniakmenge 
praparates | g | g g 
a | 10273 0,0709 | 0,0599 
| 1.0430 0.0718 0,0690 
| 0,4982 00424  — 0,025 
| 0.5688 0,050! | 0,0408 
. ” | 0.5421 0,0488 | 0,0317 
4 0,4636 0,0543 | 0,0346 
i : 0,4793 0,0560 | 0,0325 
- 0.4653 0,0547 0,0320 
Gereinigt IV., | A ae 
4 05096 =| (0.0623 (),0358 
0,4963 | 0.0587 0,0398 








In prozentischer Berechnung: 
———————————————————————————————————————————————— EE 

















Auf- | Auf- Der aufgenommenen| jjperschnfi 
Diastase- | genommene | genommene | Chlorwasserstoff- a: 
| Chlorwasser- Ammoniak- | menge Aquivalente 
praparat | stoffmenge menge | Ammoniakmenge Ammoniak 
| 919 9p °/o %o 
a ' 6,90 5,83 | 3,22 | 264 
, | 
\ 6,89 6,62 | 3,22 3,40 
8,51 5,12 3,98 1,14 
iI 8,81 7,71 4.12 3,59 
9,00 5,85 4,20 1,65 
11,71 7,46 5,47 1,99 
11,68 6,78 5,46 1,32 
Gereinict IV2 | 11,54 6,88 5.39 1,49 
ereinigt IV. 
ee 1998 7,03 5,74 1,32 
11.83 | 8,02 5,53 | 2,49 
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Wenn man den Vorgang, welcher sich bei der Einwirkung 
von Ammoniak auf das mit Chlorwasserstoff behandelte Pra- 
parat abspielt, ganz roh betrachtet, so wird man sich vorstellen 
konnen, daf zuerst das einwirkende Ammoniak verwendet wird, 
um den Chlorwasserstoff des Priparates zu Chlorammonium 
zu binden, und daf erst dann, wenn aller Chlorwasserstoff zu 
Chlorammonium gebunden ist, das Ammoniak weiter auf das 
Diastasepraparat einwirkt. In diesem Sinne habe ich bei jedem 
Versuche die dem Chlorwasserstoffgehalt aquivalente Ammoniak- 
menge berechnet und diese von jener Ammoniakmenge abgezogen, 
welche durch die Gewichtszunahme als aufgenommen angezeigt 
wird. Diese Differenz bedeutet also einen Uberschu8 von Am- 
moniak, welcher von den Bestandteilen des Diastasepriaparates 
festgehalten gedacht werden kann. Die so berechneten Zahlen 
sind in die vorstehende Tabelle eingesetzt worden. Vergleicht 
man nun die Ammoniakiiberschiisse mit jenen Zahlen, welche 
in der Abhandlung iiber die Einwirkung von Ammoniak auf 
Diastase als aufgenommene Ammoniakmenge angefiihrt worden 
sind, und bedenkt man, daf die Ammoniakwerte infolge von 
geringem Salmiakverlust etwas zu niedrig ausgefallen sind, so 
findet man, daf diese Ammoniakiiberschiisse sich ungefihr in 
denselben Grenzen bewegen, wie die von urspriinglichen Dia- 
stasepriparaten aufgenommenen Ammoniakmengen. 


Bestimmung der Aciditat. 




















Bezeichnung| Verwendete Auf- Auf- Normalfliissigkeit 
Dice — des a gad genommenes verbraucht _ 
; lastase- or- zur Neu- |z. Formol- 
Diastase- praparates | wasserstoff pene tralisation| titrierung 
praparates g g g ccm ccm 
IT. 1,0273 0,0709 0,0599 ~- 1,362 | 3,537 
II. 1,0430 0,0718 0,0690 — 1,427 | 3,721 
Gereinigt lV.) 0,4793 0,0560 0,0325 — 0,261 | 1,796 
> IV.| 0,4653 0,0547 0,0320 — 0,212 | 1,761 














Die nachste Tabelle bringt eine prozentische Berechnung 
in analoger Darstellung, wie sie bei den Versuchen mit Am- 
moniak gegeben wurde. Selbstverstandlich bildet hier die «<be- 
rechnete Aciditétsabnahme» die Differenz zwischen der aus 
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der aufgenommenen Ammoniakmenge und der aus der aufge- 
nommenen Chlorwasserstoffmenge berechneten Aciditat. 














as hom  Aciditat Aciditats- 
Diastase- | wasser-|moniak- des _ ides urspriing- __sbnahme 
; stoff- gehalt | behandelten| __ lichen ge- | be- 
praparat | gehalt Priparates | Priparates | funden | rechnet 
%/o 90 ccm ccm ccm | ccm 
Il. 6,90 | 5,83 | —132,6 35,7 1683 | 153,1 
I. 6,89 | 6,62 | —1368 35,7 172,5 | 199,8 
Gereinigt IV.| 11,68 | 6,78 | — 544 32,4 86,8 | 788 
> IV.} 11,54 6,88 — 45,6 32,4 78,0 87,5 




















Die Differenzen zwischen der berechneten und der gefun- 
denen Aciditaétsabnahme sind nicht groB. Man kann sagen, die 
berechnete Aciditaétsabnahme stimmt mit der gefundenen ungefihr 
iiberein. Die berechnete Aciditéitszunahme entspricht aber 
wegen des oben beschriebenen Salmiakverlustes nicht ganz 
den tatsaichlichen Verhaltnissen. Sie wiirde gréfer ausfallen, 
wenn kein Salmiak verloren gegangen ware, und zwar um eine 
Zahl, welche der verlorenen Salmiakmenge entspricht. Bedenkt 
man nun, dai das ganze Gewicht des verlorenen Salmiaks 
dem gefundenen Ammoniakgehalte zugezahlt werden miibte und 
daB das Molekulargewicht des Ammoniaks verhialtnismabig 
niedrig ist, so ergibt sich, daf ein relativ kleiner Salmiakverlust 
als verhaltnismaBig grofes Minus in der berechneten Aciditits- 
abnahme zum Ausdrucke kommt. Die berechnete Aciditats- 
abnahme ist demnach tatsiéchlich nicht unbetrachtlich groéfer, 
als die in die Tabellen eingesetzten Zahlen anzeigen. Dagegen 
ist der Verlust an Salmiak als einer neutral reagiereneen Sub- 
stanz fiir die gefundene Aciditaétsabnahme ganz ohne Belang. 
Bedenkt man diesen Umstand, dann wird man sagen miissen, 
daS tatsaichlich die berechnete Aciditaétsabnahme nicht unbe- 
traéchtlich gr6éfer ist. als die gefundenen. Dasselbe Verhaltnis 
haben die analogen Versuche bei der Einwirkung von Ammoniak 
allein auf Diastasepraparate ergeben; auch dort war die be- 
rechnete Aciditaétsabnahme nicht unbetrachtlich grofer als die 
gefundene. In diesem Punkte zeigen also die Versuche mit 
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Chlorwasserstoff und Ammoniak keinen auffallenden Unterschied 
gegeniiber den Versuchen mit Ammoniak allein. 


Formoltitrierung. 


In prozentischer Berechnung: 











__ Fenniieenpener Sener 
f " bei den mit Chlorwasser- | bei urspriing- | 
Diastasepraparat]  stoff und Ammoniak lichen Zunahme 
behandelten Praparaten| Praparaten | 
%/o %/o %/o 

Il. 4,82 0,16 4,66 

IL. 4,99 0,16 4,83 

Gereinigt IV. 5,25 0,18 5,07 

. VI. 5,30 0,18 5,12 








Bei den Versuchen, in welchen nur Ammoniak auf Diastase- 
priparate eingewirkt hatte, hat sich gezeigt, dai dort die Zu- 
nahme an formoltitrierbarem Stickstoff der Aciditaétsabnahme 
iiquivalent war, wahrend die Gewichtszunahme (Ammoniakgehalt) 
groher war, als einem dquivalenten Verhiltnisse entspricht. 

Es scheint mir nun von Interesse zu sehen, ob auch in 
den vorliegenden Versuchen d&hnliche Verhiltnisse vorliegen. 
Allerdings wird die Betrachtung hier komplizierter, und darum 
will ich das dreigliedrige Verhialtnis in drei zweigliedrige auflésen : 

1. Uber das Verhiiltnis zwischen Gewichtszunahme und 
Aciditétsabnahme geben die friiher angestellten Betrachtungen 
iiber gefundene und berechnete Acidititsabnahme geniigend 
AufschluB. 

2. Wenn hier Gewichtszunahme und Zunahme an formol- 
titrierbarem Stickstoff in ein Verhaltnis gebracht werden sollen, 
so mul} diejenige Gewichtszunahme in Rechnung gestellt werden, 
welche auf die aufgenommene Ammoniakmenge bezogen wird. 
Ich berechne daher die Stickstoffmenge, welche der aufge- 
nommenen Ammoniakmenge fquivalent ist, und stelle dieser 
der beobachteten Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff 


gegeniiber : 
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fons Dem Ammoniakgehalte | Beobachtete Zunahme 





Diastase- ehalt entsprechende | an formoltitrierbarem 
praparat | 8 . Stickstoffmenge Stickstoff 
0!» 9% | %o 
| ny: 4,80 | 4,66 
I. | 6,62 5,44 | 4,83 
Gereinigt IV. 6,78 5,58 | 5,07 
>» IV; 688 | 5,66 | 5.12 


Die dem Ammoniakgehalte entsprechende Stickstofimenge 
ist durchwegs grOfer als die beobachtete Zunahme an formol- 
titrierbarem Stickstoff. Die Gewichtszunahme ist demnach groéfer 
als einem iiquivalenten Verhiltnisse zum formoltitrierbaren 
Stickstoff entsprechen wiirde. Zieht man nun aber noch die 
ihrer Gréfe nach allerdings unbekannten Salmiakverluste mit 
in Rechnung, so ist, da der Ammoniakgehalt tatsichlich groBer, 
wire, als die Zahlen angeben, auch die dem Ammoniakgehalte 
entsprechende Stickstoffmenge erheblich zu klein angegeben. 
Aber auch auf die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs sind 
die Salmiakverluste von EinfluB. Der diesbeziigliche Fehler, 
welcher bei der Formoltitrierung gemacht worden ist, betriigt 
die Stickstoffmenge, bezw., wenn man mit Ammoniak rechnet, 
die Ammoniakmenge, welche in dem verlorenen Salmiak ent- 
halten war. Wahrend, wie schon friiher erértert worden ist, 
der bei der Gewichtszunahme gemachte Fehler dem Gewichte 
des verlorenen Salmiaks gleich zu setzen ist, ist der Fehler 
bei der Formoltitrierung dem Gewichte des verlorenen Salmiaks 
nur aquivalent. Die beiden Fehler verhalten sich demnach 
wie die Molekulargewichte von Salmiak und Ammoniak, also 
wie 53,7: 17. Der Fehler bei der Gewichtszunahme ist rund 
dreimal so groB als bei der Formoltitrierung. Dadurch werden 
aber die Differenzen zwischen den beiden letzten Staében der 
vorstehenden Tabelle noch gr6Ber. Sie nihern sich ungefihr 
jenen Verhaltnissen, welchein den Versuchen beobachtet worden 
sind, bei denen nur Ammoniak auf die Diastasepriparate ein- 
gewirkt hat. So stimmen denn auch in diesem Punkte die 
Resultate der Chlorwasserstoff-Ammoniak-Versuche mit denen 
der Ammoniakversuche ungefihr tberein. 
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3. Wenn endlich die Zunahme an formoltitrierbarem Stick- 
stoff mit der Aciditaétsabnahme verglichen werden soll, so darf 
natiirlich der Anteil des formoltitrierbaren Stickstoffs, welcher 
dem in den Versuchen gebildeten Salmiak entspricht, nicht in 
Rechnung gezogen werden, weil dieser Salmiak auch nicht in 
der Aciditaétsabnahme zum Ausdruck kommt. Ein ziemlich 
genaues, vielleicht, wie spiéter zu beschreibende Versuche ge- 
zeigt haben, nur um eine Kleinigkeit zu grofes Maf fiir den 
gebildeten Salmiak la8t sich aus der aufgenommenen Chlor- 
wasserstoffmenge berechnen. Ich berechne also die dem Chlor- 
wasserstoffgehalte iiquivalente Stickstoffmenge (b), ziehe diese 
von der Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff (a) ab und 
rechne diese Differenz (a—b) auf Kubikzentimeter Normalsaure 
um, damit sie mit der Aciditétsmenge verglichen werden konne. 


a acai 
a 


























a== Zu-| b = dem . 
— an} Chlorwasser- | 7. Differenz Gefundene 
pt bila Differenz a—b 
Diastase- | formol- | stoffgehalte Aciditiits- 
titrier- | daquivalente | ,_}, in ccm 
praparat barem Stickstoff- Normalsiure | abnahme 
Stickstoff menge a 
0g Og 0g ausgedriickt oe 
I]. 4,66 2,65 2,01 143,5 168,3 
II. 4,83 2,65 2,18 155,6 172,5 
Gereinigt IV. 5,07 4,49 0,58 41,4 86,8 
> IV. 5,12 4,43 0,69 49,3 78,0 





Die Differenz a—b in Kubikzentimeter Normalséure aus- 
gedriickt ist allerdings etwas kleiner als die Aciditéitsabnahme. 
Beriicksichtigt man aber die Kleinigkeit, um welche b zu grof 
geraten ist, und den etwas grdferen Fehler des Salmiakver- 
lustes, um welchen a zu klein ist, dann mag wohl die Differenz 
a—b der Aciditétsabnahme dquivalent erscheinen und es ergibt 
sich auch in diesem Punkte kein auffallender Unterschied der 
Chloroform-Ammoniakversuche gegeniiber den Ammoniakver- 


suchen. 


Bestimmung des Amidstickstoffs. 


Nachdem die Behandlung mit Magnesiumhydroxyd einge- 
schaltet worden war, wurden folgende Resultate erhalten: 


ee 








ec) 
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Bezeichnung | Verwendete Menge| Chlor- | Am- |Stick- | Tem- | Baro- 

se N; des wasser- moniak-| | pe- | meter- 
des Diastase- Diastasepriparates stoffgehalt| gehalt | stoff | ratur | stand 
praparates g | g | g | ecm | °C. | mm 
ILI. 0,4982 0,0424 | 00255) 6,8 | 17,4 | 748.0 

III. 0,5421 0,0488 | 0,0317 | 6,5 7,5 | 742,0 
Gereinigt IV. 0,4963 0,0587 | 0,03898) 5,8 | 18,2 | 747,3 
> IV. 0.4636 0,0543 | 0,0346! 5,2 | 19,3 | 740,5 











In Prozenten: 

















Chlor- ; Amidstickstoff 
Diastase- Ammoniak- sce thilitenie teak tea cca pal 
wasser- vob bei behandelten bei urspriinglichen 
praparat | Stoffgehalt : Praiparaten Priparaten 
0, 0 9% %o %F0 
I. 8,51 5,12 0.78 | 0,34 
Il. 9,00 5,85 0,68 0,34 
Gereinigt IV. 11,83 8,02 0,67 | 0,43 
> I.J 44,71 7,46 0,63 | 0,43 








Die mit Chlorwasserstoff und Ammoniak behandelten Prii- 
parate lieferten etwas mehr Amidstickstoff als die urspriing- 
lichen Praparate. Auch in diesem Punkte gleichen also diese 
Versuche den Ammoniakversuchen. 

Es konnte demnach abgesehen von der Bildung von 
Chlorammonium in der Einwirkung von Ammoniak kein erheb- 
licher Unterschied gefunden werden zwischen den Versuchen, 
in welchen nur Ammoniak auf Diastasepriiparate eingewirkt 
hat, und jenen Versuchen, in welchen Chlorwasserstoff und 
erst dann Ammoniak auf diese Praparate einwirken konnte. 
Ich hebe diese Tatsache hervor, weil die vorangegangene Ein- 
wirkung von Chlorwasserstoff eine wesentliche Andernng der 
Versuchsbedingungen bedeutet und weil dadurch das bei den 
Ammoniakversuchen konstatierte Verhaltnis zwischen Gewichts- 
zunahme, Aciditétszunahme und Zunahme an formoltitrierbarem 
Stickstoff nicht mehr als Zufall erscheinen kann. 


Priifung der Fermentwirkung. 


Bei der Priifung der Wirksamkeit der mit Chlorwasser- 
stoff und Ammoniak behandelten Diastasepriparate wurde in 
der Regel nebst dem unverdnderten Diastasepriparate gleich- 
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zeitig ein mit Chlorwasserstoff allein behandeltes Diastase- 
priparat zur Kontrolle herangezogen. Von mehreren Versuchen 
mit gleichem Resultate seien nur einige angefiihrt. 


I. 


0,2 g Diastase gereinigt III mit Chlorwasserstoff und darnach mit 


Ammoniak behandelt. 

Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt III. 

Starkelésung: 5 g lésliche Starke (Merck): 500 ccm Wasser (in 
dem Versuchsgemisch demnach 0,5°/oig). 




















a ee Mit Chlorwasserstoff und 
Dauer yo __fAmmoniak behandeltes Ferment 
des Jod- Reduktion, mg Jod- | Reduktion mg 
- in mg | Zucker] _. | inmg =| Zucker 
Versuches | lésung Zucker | gebildet losung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .]| blau | 2,7 | O blau | 3,6 0 
1/2 Stunde . » | 16,3 | 13,6 > | 46 | 1,0 
1 ca >» | 17,2 | 14,5 - > 5,5 1,9 
1'/2 Stunden >» | 18,0 | 15,3 > | 5,6 2,0 
2 i 17,6 | 14,9 » | 57 21 
Reduziert or me 
Fehling stark wenig 
Il. 


0,2 g Diastase gereinigt III. mit Chlorwasserstoff und darnach mit 
Ammoniak behandelt. 

Kontrolle 1: 0,2 g Diastase gereinigt IIL. 

Kontrolle II: 0,2 g Diastase gereinigt III mit Chlorwasserstoff behandelt. 

Stiirkelésung: 2 g lésliche Starke (Merck): 500 ccm Wasser (in 
dem Versuchsgemisch demnach 0,2°/oig). 


EEE 


Kontrolle I: 


Kontrolle IL: 








Mit Chlorwasserstoff 

















Dauer urspriingliches {mit Chlorwasserstoff} und Ammoniak 
; Ferment behandeltes Ferment |behandeltes Ferment 
des ita ae aa Ee ae wepieas eww aie 
/Reduk-! mg | Reduk- | Reduk-! wo 
Versuches Jod- | tion Zucker Jod- tion wi Jod- tion mg 
ag nt ‘in me) ge 16 | in mg | Zucker ij | in mg Zucker 
OSUNE Zucker bildet Suns) Zucker gebildet osung| Zucker | gebildet 
Beginn blau | 29 | O | blau! 2,7 | O |[blau| 24 / 0 
fe Std. . fschwach) 49 | 20] » | 26] O >» | 31 | 0,7 
‘ | | | 
1 > «| desgl.| 5,5 | 2,6 > 25 | 0 > 3.6 | 12 
L'/e 0 | 6,1 | 3,2 > 25 | 0 > 41 | 17 
2 ; 0 | 66 | 3,7 > 25, O >» | 48 | 24 
Reduziert stark 0 mahig 





Fehling 








Ms — a a ae ee ae . - 
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III. 


1 g Diastase IL mit Chlorwasserstoff und darnach mit Ammoniak 


behandelt. 
Kontrolle Il: 1 g Diastase II. 
Kontrolle Il: 1 g Diastase Il mit Chlorwasserstoff behandelt. 


Starkelésung: 2 g lésliche Starke (Kahlbaum): 50 ccm Wasser 
(in dem Versuchsgemisch demnach 0,2°/oig). 











Kontrolle I: Kontrolle II: Mit Chlorwasserstoff 
Dauer urspriingliches |mit Chlorwasserstoff} und Ammoniak 
Py Ferment behandeltes Ferment] behandeltes Ferment 
es a eat ; i a ae i ae SEE OS SEs See See 
Jod- | Reduk-| mg Jod- | Reduk-| mg Jod | Reduk- | m 
Tars +» | tion | Zucker OG- | tion Od- | ti 6 
Versuches l6é- Page on &-. | Zucker ) in es | Zucker 


in m oe | j 
Zucker gebildet losung) Zucker | gebildet 





sung | Zucker | bildet losung 





| 


Beginn .|blau| 142 0 | blau| 143/ O | blau| 138/ 0 
| | 




















ie Std..] 0 | 203| 61] >» | 1832] 0 0 | 194] 56 
1 >» .| 0 | 212170} » | 185] 0 0 | 212| 74 
1, » .| 0 | 220178] » | 135] O 0 2191 841 
1 » .| o | 223} 81] » | 135] 0 0 | 23,7] 99 
Reduziert . A ~~ 

Fehling sehr stark miafig ') sehr stark 


Die diastatische Wirksamkeit der Fermentpriiparate, welche 
durch die Behandlung der Priiparate mit Chlorwasserstoff auf- 
gehoben worden ist, kehrt demnach durch die darauffolgende 
Behandlung mit Ammoniak wieder zuriick. Bei den milch- 
zuckerhaltigen Praparaten (Diastase II) kehrt dadurch die Wirk- 
samkeit vollstindig wieder, bei den durch Alkoholfillung ge- 
reinigten Priiparaten (Diastase gereinigt III) aber nur bis zu 
einem gewissen Grade. Bei den letzteren bleibt nach der 
Behandlung mit Chlorwasserstoff und Ammoniak eine Schiidi- 
gung der Fermentwirkung im Vergleiche zu den urspringlichen 
Priparaten zuriick. Es ergibt sich daraus die Frage, ob diese 
Schidigung nicht vielleicht durch das gebildete Chlorammonium 
verursacht ist. Die Antwort darauf geben die folgenden Ver- 
suche, in welchen die Fermentwirkung eines Diastasepriparates 
ohne Zusatz verglichen wird mit der Fermentwirkung desselben 
Diastasepriiparates, dessen Lisung Salmiak zugesetzt worden 
ist. Die zugefiigten Salmiakmengen waren grofer als jene 


') Ungefaihr entsprechend dem Milchzuckergehalte des Praparates. 
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Salmiakmengen, welche sich in den friiheren Versuchen durch 
Einwirkung von Chlorwasserstoff und Ammoniak gebildet haben 


konnten. 


: I. 
1 g Diastase II -+ 20 cem Zehntel-Normal-Salmiaklésung (ent- 
sprechend 0,107 g Salmiak = 0,073 g Chlorwasserstoff, entsprechend 
7,3°/o vom Diastasepraparat aufgenommenem Chlorwasserstoff). 


Kontrolle: 1 g Diastase II. 
Starkelésung: 2 g léslich Staérke (Merck): 400 ccm Wasser. 








Mit Salmiak versetztes 

















aie rentrome | Ferment 
des Jod- Reduktion mg Jod- Reduktion mg 

| in mg Zucker | .. / inmg | Zucker 

Versuches | losung | Zucker | gebildet lésung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau | 146 0 blau 16,5 0 
— _ |schwach ' schwach| ., 
2 Stunde. [yay 20,6 6,0 oa 20,8 4,3 
1 > 0 20,7 6,1 0 21,2 4,7 
I'/e Stunden 0 20,8 6,2 0 21,9 5,4 
2 > O | 21,1 6,5 0 22,2 5,7 

Reduziert sehr stark sehr stark 








Fehling 
I]. 

0,2 g Diastase gereinigt II] -- 20 ccm Zehntel-Normal-Salmiak- 
lisung (entsprechend 0,107 g Salmiak = 0,073 g Chlorwasserstoff, ent- 
sprechend 36,5°/o durch das Diastasepraiparat aufgenommenem Chlor- 
wasserstoff). 

Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt III. 

Starkelisung: 2 g lésliche Starke (Merck): 500 ccm Wasser. 




















Dauer ms Mit — 

des “‘Jod- Reduktion mg Jod- ‘Reduktion mg 

| inmg | Zucker{| | in mg |! Zucker 

Versuches losung) Zucker | gebildet }!6sung) Zucker | gebildet 
Beginn .....]blaa!| 1,9 0 | blau 25 0 
‘y Stunde ...f > | 7,4 5,5 ‘ 7,1 4.6 
: woe | "9 5,8 > 8.9 6,4 
I'/2 Stunden... > | 8,2 6,3 > 8,9 6,4 
2 ; 208 | eT eS o | 92 | 67 

Reduziert Fehling stark stark 
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Eine geringfigige Hemmung der Fermentwirkung durch 
die Gegenwart von Salmiak ist namentlich in der ersten halben 
Stunde nicht zu verkennen, sie ist aber kaum von Belang, 
jedenfalls kann sie den starken Ausfall der Fermentwirkung, 
welcher bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff und Ammo- 
niak auf die durch Alkoholfilluug gereinigten Diastasepriparate 
beobachtet worden ist, nicht erkliiren. 

Eine weitere Fragestellung ergibt sich aus folgender 
Uberlegung: 

Diastasepriparate wurden trocken mit Chlorwasserstoff 
behandelt, dann in wdsseriger L6sung mit Natronlauge neutra- 
lisiert und waren unwirksam. 

Diastasepriparate wurden trocken mit Chlorwasserstoff, 
dann trocken mit Ammoniak behandelt und waren wirksam. 

Besitzt vielleicht gerade das Ammoniak die Fiahigkeit, die 
Wirksamkeit wieder hervorzurufen, wihrend diese Fahigkeit 
dem Natriumhydroxyd abgeht ? 

Zur Beantwortung dieser Frage wurden Versuche ganz kon- 
form mit den bisherigen Chlorwasserstoffversuchen angestellt, 
nur wurde zur Neutralisation der wiasserigen Lésung Zehntel- 
Normal-Ammoniak statt Zehntel-Normal-Natronlauge verwendet. 


I. 
1 g Diastase II mit Chlorwasserstoffgas behandelt, mit wisserigem 
Ammoniak neutralisiert. 
Kontrolle: 1 g Diastase II. 


Starkelésung: 2 g lésliche Starke (Kahl baum) : 500 ccm Wasser. 
___ 




















Mit Chlorwasserstoff 
des = neutralisiertes Ferment _ 
Versuches Jod- es po Jod- eng ea 
losung Zucker | gebildet |!6sung Zucker | gebildet 
Beginn .... . blau | 17,1 0 | blau) 165 0 
te Stunde ...| 0 | 233 6,4 » | 17,6 11 
1 * «erst @ | oe 7,5 » | 188 23 
1'‘/e Stunden. . . 0 25,1 8,0 > | 19,9 3,4 
Q » «eat @ 25,2 81 » | 218 5.3 
Reduziert Fehling sehr stark mahig 
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Il. 


0.2 g Diastase gereinigt IV, mit Chlorwasserstoffgas behandelt, mit 
wisserigem Ammoniak neutralisiert. 

Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt IV. 

Starkelisung: 2 g lisliche Stirke (Kahlbaum): 500 ccm Wasser. 





Mit Chlorwasserstoff 
Dauer a behandeltes und 
mit wasserigem Ammoniak 
des 7 neutralisiertes Ferment 
Reduktion mg | ,., |Reduktion) mg — 
Versuches veal inmg Zucker —/_ | inmg | Zucker 
losung,) Zucker | gebildet losung) Zucker | gebildet 
Beginn .. .. | blau | 38 | O blau | 4,3 | 0 
‘2 Stunde ...] O | 103 | 65 | 44 | Of 
l .... 0 | 103 | 6, » | 47 | OF 
I, Stunden. . .| O | 106 | 68 | 48 | 05 
2 > «ee © 1] Oe | Oe | 54 | 11 
Reduziert Fehling stark nicht 








Mit voller Sicherheit laéft sich eine Wiederherstellung der 
Fermentwirkung durch wisseriges Ammoniak durch die beiden 
angefiihrten Versuche nicht beweisen. Die Bangsche Zucker- 
titration zeigt zwar eine Bildung von Zucker an und zwar in 
dem ersten Versuche eine nennenswerte, in dem zweiten nur 
eine minimale. Die Resultate dieser Titrierung konnten aber 
durch die qualitative Fehlingsche Reaktion nicht bestatigt 
werden. Zudem konnte die Starke in keinem der beiden Ver- 
suche zum Verschwinden gebracht werden. Wenn aber die 
Resultate der Titrierung wirklich auf Zuckerbildung zu deuten 
sind, dann kann man wohl sagen, dafi durch wiasseriges Am- 
moniak nur ein geringerer Grad von Wirksamkeit wieder- 
hergestellt wurde als durch Ammoniakgas. 

In einer friiheren Abhandlung wurde aus anderen Tat- 
sachen erschlossen, daB das Unwirksamwerden der Diastase 
durch Behandlung mit Chlorwasserstoff auf einer chemischen 
Verbindung beruht, welche eine ftir die Fermentwirkung not- 
wendige Atomgruppe der Diastase mit Chlorwasserstoff eingeht. 
Diese chemische Verbindung ist aber kein Salz und die sie 
eingehende Atomgruppe keine basische Atomgruppe. Durch 
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die vorstehend beschriebenen Versuche tiber die Wieder- 
herstellung der Fermentwirkung wird zwar die Kenntnis dieser 
Atomgruppe nicht wesentlich erweitert, aber die bisher ge- 
zogenen Schliisse finden in diesen Versuchen eine weitere Stiitze. 

Die chemische Verbindung zwischen Diastase und Chlor- 
wasserstoff kann, wie diese Versuche beweisen, zweifellos durch 
EKinwirkung von Ammoniakgas wiederhergestellt werden, indem 
das Ammoniak den an die fragliche Atomgruppe gebundenen 
Chlorwasserstoff zu Chlorammonium bindet und damit diese 
Atomgruppe wiederherstellt. Héatte diese Atomgruppe basische 
Eigenschaften und wire ihre Verbindung mit Chlorwasserstoff 
ein Salz, dann wiirde die Freimachung der Atomgruppe prompt 
erfolgen, es wiirde die Diastase leicht wieder auf ihre urspriing- 
liche Wirksamkeit gebracht werden kénnen. Dieselbe Reaktion 
mute auch durch wiisseriges Ammoniak in gleichem Umfange 
durchgefiihrt werden kénnen. So aber wird durch Ammoniak- 
gas nur ein Teil der Wirksamkeit wieder hergestellt und durch 
wasseriges Ammoniak, wenn tiberhaupt, so nur ein geringer 
Bruchteil. Das heift: die Verbindung der Atomgruppe mit 
Chlorwasserstoff kann nur schwer durch Ammoniak zerlegt 
werden, es ist offenbar fiir die Zerlegung der grofe Uberschub 
von Ammoniak, vielleicht auch die Abwesenheit von Wasser 
mafgebend. Im praktischen Versuche aber bleibt ein Teil der 
gewissen Atomgruppen mit Chlorwasserstoff verbunden, so dab 
der urspriingliche Grad der Wirksamkeit nicht wiederkehrt. 











Versuche iiber die bei der Faulnis von l|-Asparaginsaure 
entstehenden Abbaustufen. Eine neue Methode 
zum Nachweis von £-Alanin. 

Von 


Emil Abderhalden und Andor Fodor. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1913.) 


Die Asparaginsaure ist schon verschiedentlich der Faulnis 
unterworfen worden. Als Abbaustufen werden genannt: Bern- 
steinsiure, Propionsaéure, Ameisensaure') und f-Alanin.?) Hervor- 
gehoben seien besonders die Arbeiten von Carl Neuberg und 
Cesare Cappezzuoliundferner von Ackermann. Wir wollen 
gleich erwaibnen, da wir bei der Fiaulnis der Asparagin- 
siure Bernsteinsaure, Propionsdure und Ameisensdure 
mit Sicherheit nachweisen konnten und damit besonders 
die Angaben von Neuberg und Cappezzuolibestatigen koénnen. 
Beim Nachweis der genannten Verbindungen hat uns die Ester- 
methode ausgezeichnete Dienste erwiesen. Sie ist ohne 
Zweifel zur Trennung von Sduren, die als Abbau- 
stufen bei der Fiulnis von Aminoséuren usw. ent- 
stehen, ganz ausgezeichnet geeignet und in vieler 
Beziehung den bisher angewandten, zum Teil sehr 
umstindlichen Isolierungsmethoden tiberlegen. Von 
besonderem Vorteil ist der Umstand, da8 die unveranderten 
Aminosiuren bei der Veresterung Esterchlorhydrate bilden, 
wihrend die desaminierten Siuren gleich die freien Estér er- 
geben. Diese lassen sich leicht von den Esterchlorhydraten 


') Carl Neuberg und Cesare Cappezzuoli, Biochemische Um- 
wandlung von Asparagin und Asparaginsdure in Propionséure und Bern- 
steinsdure. Biochemische Ztschr., Bd. 18, S. 424, 1909. Vgl. weitere Lite- 
ratur: O. Neubauer, Biochemisches Handlexikon, Bd. 4, S. 363, 1911. 

2) D. Ackermann, Uber das B-Alanin als bakterielles Aporrhegma, 
Z. f. Biologie, Bd. 56, S. 87, 1911. 
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z. B. mittels Ather trennen. Man kann auch, bevor man die 
Veresterung vornimmt, mit Wasserdampf destillieren, um niedere 
Fettsiuren zu entfernen. Selbstverstiindlich kann man auch 
basische Produkte mit Phosphorwolframsiiure usw. abscheiden 
und die nicht fiillbaren Produkte der Veresterung unterwerfen. 

Wie Neuberg!') auch schon hervorgehoben hat, ist es 
nicht ganz leicht, Fiulnisversuche unter gleichen Bedingungen 
durchzufiihren. Unsere Erfahrungen ergeben die strikte 
Forderung, dah jeweilen auber den Versuchsbe- 
dingungen genau angegeben wird, welche Mikroorga- 
nismen in der Fiiulnisfliissigkeit vorhanden waren. 
Wir haben diese unerliifliche Forderung zuniichst in der Art 
erfiillt, dali wir am Schlusse des Versuches eine exakte bak- 
teriologische Untersuchung vornehmen liefen. Vielleicht geniigt 
das noch nicht, denn es ist wohl mdéglich, dafi im Laufe des 
Versuches bestimmte Mikroorganismen, die anfangs wirksam 
und fiir den Verlauf des Abbaus entscheidend waren, von 
anderen Arten ganz tberwuchert worden sind. Man miibte, 
streng genommen, an jedem Tage eine Analyse der anwesenden 
Mikroorganismen vornehmen. Ferner ware zu priifen, ob Rein- 
kulturen bestimmte Arten des Abbaus hervorbringen, oder 
ob die Zusammenarbeit mehrerer Mikroorganismenarten zur 
Bildung bestimmter Abbaustufen notwendig ist. Die bloBe An- 
gabe, dab Faulnis erzeugt worden ist, geniigt keinesfalls, wenn 
man Resultate festlegen will, die stets wieder unter den gleichen 
Bedingungen gefunden werden sollen. Es liegt hier noch ein 
sehr grofes Forschungsgebiet vor, das der Vertiefung ganz 
auferordentlich bedarf. 

Ackermann hat mitgeteilt, dab bei der Fiaulnis 
von Asparaginsiure B-Alanin entsteht. Er isolierte diese 
Verbindung nach Anwendung des Verfahrens von Kutscher 
als Platinsalz. Wir haben auf einem ganz anderen Wege 
versucht B-Alanin unter den Abbauprodukten der 
Asparaginsdure festzustellen. Wir steliten die Ester 


') Carl Neuberg, Biochemische Umwandlungen von a-Pyrrolidin- 
carbonséure in n-Valerianséure und 65-Aminovaleriansdéure. Biochem. 
Ztschr., Bd. 37, S. 490 (500), 1911. 
te} 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift {. physiol. Chemie. LXXXYV. 
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der entstandenen Verbindnngen dar und benutzten die 
leichte Uberfiihrbarkeit des B-Alaninesters in Acryl- 
siiureester, um die erwihnte Aminosaure zu identi- 
fizieren. Schon Spuren von Acrylsaureester sind am 
Geruch zu erkennen. 

Zuniichst studierten wir die Eigenschaften des 6-Alanins 
und stellten dessen Ester dar. Ferner stellten wir fest, dai 
es leicht gelingt, B-Alanin, das einem Fiaulnisgemisch zuge- 
setzt wird, wieder aufzufinden. 

Es ist uns in keinem Falle gegliickt, auch nur 
Spuren von B-Alanin bei der Faulnis von Asparagin- 
siiure nachzuweisen. Selbstverstandlich wollen wir damit 
nicht die Angaben von Ackermann in Zweifel ziehen. 
Unser Befund beweist nur in vo6llig eindeutiger Weise, daf 
unter den vorhandenen Bedingungen keine Spur von f-Alanin 
entstanden ist resp. nachweisbar war. Wiinschenswert ist es, 
wenn Ackermann in Zukunft genaue Angaben tiber die bei 
seinen Versuchen wirksamen Bakterien macht und die Gewin- 
nung der Abbaustufen eingehender beschreibt. 

Die Details der Versuchsanordnung und der Methodik er- 
geben sich aus den folgenden Daten. 


Darstellung von B-Alanin. 


100 g -Jodpropionsdure (Kahlbaum) wurden unter 
Kiihlung in der 10fachen Menge 25°/oigen Ammoniaks auf- 
gelést und die Lésung 8 Tage hindurch bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Lésung bei 
14mm Druck eingeengt und die konzentrierte Losung mit 
sleioxyd am Wasserbade eingedampft. 

Das Filtrat vom Bleijodid und vom itiberschiissigen Fal- 
lungsmittel wurde mit Schwefelwasserstoff entbleit und das 
Filtrat vom Bleisulfid bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. 
Der Riickstand wurde in wenig Wasser aufgelést und die L6- 
sung mit tiberschiissigem Alkohol zur Fallung gebracht. Das 
zuniichst ausfallende, hellgelbe Ol wurde zum zweiten Male 
mit Alkohol umgefiillt, und das wiederum als Ol ausgefallene 
Produkt lingere Zeit in der Kalte aufbewahrt, wobei es all- 
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miahlich krystallinisch wurde. Die Krystalle wurden abgesaugt, 
mit verdtiinntem Alkohol gewaschen und behufs Reinigung in 
wenig Wasser gelést und die Fallung mit Alkohol wiederholt. 
Auf diese Weise wurden 12 g ganz reines, in schénen farb- 
losen Nadeln krystallisiertes B-Alanin vom Schmp. 200° dar- 
gestellt. Die verschiedenen Mutterlaugen lieferten noch weitere 
10 g des gleichen Korpers, jedoch von minderem Rein- 


heitsgrad. 


Darstellung von s-Alanin-athylesterchlorhydrat. 


8 g des bei 200° schmelzenden £-Alaninpriiparates wurden 
in der 3fachen Menge absoluten Alkohols suspendiert und in 
das Gemisch bei Eistemperatur trockenes Salzsiiuregas einge- 
leitet. Wéhrend des Kinleitens wurde eine deutliche Anderung 
des Krystallhabitus der Suspension beobachtet. Kine dem 
Reaktionsgemisch entnommene kleine Probe zeigte eine leichte 
L6éslichkeit in warmem Alkohol, eine Ejigenschaft, die dem 
urspriinglichen Produkt nicht zukommt. Noch vor der voll- 
standigen Sattigung mit dem Salzsiuregas wurde daher das 
Einleiten unterbrochen und das Reaktionsgemisch etwa eine 
Stunde lang bei tiefer Temperatur aufbewahrt. Hierauf wurden 
die Krystalle abgesaugt. Das Filtrat verriet schon wahrend 
des Filtrierens eine starke Neigung zur Krystallisation, indem 
an dem Kolbenrand prachtvoll ausgebildete, eisblumenartige 
Krystalle zur Ausscheidung gelangten. 

Der mit Alkohol gewaschene Filterriickstand besafi nach 
dem Trocknen im Exsikkator F. = 120° (unkorr.) und erwies 
sich nach den Eigenschaften als £-Alaninchlorhydrat. ') ?) 
Dieses Produkt wurde fiir sich weiter behandelt. Zu diesem 
Zwecke wurde es mit einer neuen Alkoholmenge unter be- 
standiger Eiskiihlung so lange mit Salzsduregas behandelt, bis 
es vollstiindig in Lésung ging. Die hellgelbe Lésung wurde 


') F.H. Holm, Archiv f. Pharmazie, Bd. 242, S. 590 (1904); zitiert 
nach dem Biochemischen Handlexikon, Bd. 4, S. 733. 
2) F. Lengfeld und J. Stieglitz, Amer. Chem. Journ., Bd. 15, 
5. 507 (1893). Die Autoren fanden fiir B-Alaninesterchlorhydrat F. = 65,5" 
(Korr.?); zitiert nach dem Biochemischen Handlexikon, Bd. 4, 8. 733. 
&* 
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bei vermindertem Druck bis zur Sirupdicke eingedampft und 
der Riickstand mit tiberschiissigem Ather zur Krystallisation 
gebracht Der so entstandene, dicke Brei von farblosen, perl- 
mutterartig glanzenden Blattchen wurde durch ein gehartetes 
Filter abgesaugt und der Filterriickstand mit Ather gewaschen 
und getrocknet. Behufs vollstandiger Reinigung wurde nochmals 
in wenig Alkohol gelést und die Atherfiallung wiederholt. Auf 
diesem Wege wurden 3,2 g eines bei 64°') (unkorr.) schmel- 
zenden Produktes erhalten. Die sich bei diesen Operationen 
ergebenden Filtrate wurden vereinigt, eingedampft und der 
tiickstand, bestehend aus einer sirupédsen Masse, mit dem 
urspriinglichen, vom f-Alaninchlorhydrat abgetrennten Filtrate 
in Lésung gebracht. Diese wurde, gleichfalls unter Eisktihlung, 
mit Salzsiuregas gesiittigt, die gesattigte Losung unter vermin- 
dertem Druck eingedampft und, wie oben geschildert, weiter- 
behandelt. Die Ausbeute an B-Alanin-athylesterchlorhydrat betrug 
in diesem Falle 3,5 g. Das Produkt besaf nach der doppelten 
Umfiillung seiner konzentrierten alkoholischen Lésung mit Ather 
F. = 64°. 
Analyse (F. = 64°). 

0,1356 g Subst. nach Volhard: 8,94 ccm ®/10-AgNOQ,. 

0,1098 »  » » Kjeldahl: 7,30 » "/10-H,SO,. 
Berechnet f. B-Alanin-athylesterchlorhydrat (C;H,,O,NHCI, 

Mol.-Gew. 153,56): 23,09°/o Cl, 9,12°%/o N. 
Gefunden: 23,38°/o Cl, 9,310 N. 
Die reine Substanz ist nach zwei Monate langem Aul- 

bewahren im Exsikkator tiber Schwefelsiure unverandert 
geblieben. ?) 


Infreiheitsetzung des B-Alaninathylesters. 


6 g des reinen Esterchlorhydrats wurden in 15 ccm ab- 
soluten Methylalkohol aufgelést. Die L6sung wurde mit einer dem 
Chlorgehalte entsprechenden genau berechneten Menge norm. 
Natriummethylatl6sung versetzt. Bei dieser Operation wurde 

') vgl. F. Lengfeld und T. Stieglitz, l. c. 


*) F. H. Holm (loc. cit.) gibt die Unbestandigkeit dieser Substanz 
bei langerem Stehen im Exsikkator an. 
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Kiihlung angewendet. Die sich bald abscheidenden Kochsalz- 
krystalle wurden durch ein Faltenfilter abfiltriert. Dann wurde 
das Filtrat bei 14 mm destilliert. Zunachst ging bei 25° Bad- 
temperatur der Methylalkohol tiber. Aus der konzentrierten 
Lésung schieden sich weitere Kochsalzmengen aus, so dah 
eine zweite Filtration notwendig wurde. Nach volligem Ab- 
dunsten des Methylalkohols wurde der Riickstand méglichst 
rasch auf 70° Badtemperatur erwarmt. Bei 12 mm Druck 
destillierte bei 54° (unkor.) konstanter Temperatur eine farb- 
lose Fliissigkeit tiber (3g). Sie roch typisch nach Amino- 
siiureestern und besafi stark alkalische Reaktion. Daneben 
war ein Geruch nach Ammoniak deutlich zu empfinden. Es 
stellte sich bei zahlreichen Wiederholungen dieser geschilderten 
Destillation heraus, dai diese Operation mit einer teilweisen 
Zersetzung des f-Alaninesters verbunden ist. Die Produkte 
dieser Zersetzung sind einerseits das entweichende Ammoniak 
und anderseits der Olige Riickstand der Destillation. Derselbe 
reduziert kraftig Kaliumpermanganatlosung. Erwirmt man den 
Xiickstand unter gewoOhnlichem Druck ganz allmihlich, so 
entwickeln sich duferst stechend riechende Diimpfe, die bei 
100—105° iiberdestillieren. Dieselben stellen die charakte- 
ristisch riechenden Dampfe des Acrylsdureesters dar, der seine 
Bildung der Zersetzung des f-Alaninesters, im Sinne der 
Gleichung 


CH, - NH, CH, ') 

| | 

CH, ——> CH + NH, 
| | 

COOC,H, COOC,H, 


zu verdanken hat. Da die Temperatur wiéhrend der Destilla- 
tion des riickstindigen Acrylséureesters allmihlich bis 200° 
ansteigt, so deutet dies auf eine allmihliche Veranderung 
dieser Substanz beim Erhitzen hin. (Offenbar wird diese Zer- 
setzung durch Verunreinigungen begiinstigt.) 


!) In Beilsteins Handbuch (Bd. 1, S. 501) findet sich die Angabe, 
daf’ umgekehrt Acrylsiureester die Fahigkeit besitzt, sich mit alkoho- 
lischem NH, zu 6-Alaninester zu verbinden. Vgl. Caspary, Tollens, 
Annalen der Chemie, B. 167, S. 248. 
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Der §-Alaninester wurde der Rektifikation unterworfen. 
Der Siedepunkt war bei 14 mm 58° (unkorr.). 

Wesentlich ist die Beobachtung, dai auch hier wieder 
eine partielle Zersetzung unter Ammoniakabspaltung auftrat, 
unter Hinterlassung von Acrylsdureester. Die Menge des 
zersetzten Anteiles betrug ungefihr !/s der ganzen Menge und 
wird wohl, in Anbetracht des Umstandes, dafi der Siedepunkt 
bei 12—14 mm und der Zersetzungspunkt sebr nahe beisammen 
liegen, stets von der Geschwindigkeit der Destillation ab- 
hingig sein. 

Analyse. 


Zur Analyse wurde eine Probe des Esters im guten 
Vakuum (12 mm) bei gewohnlicher Temperatur mittels einer 
Kapillare durchgeliiftet, um eventuell aufgeléstes Ammoniak auf 
diesem Wege zu entfernen. 

0,1380 g Ol: 12,05 ccm "/10-H,SO, (n. Kjeldahl). 

Ber. f. B-Alaninithylester (C,H, ,O.N = 117,09): 11,96°/oN. 

Gef. 12,23 °/ N. 


Eigenschaften des B-Alaninathylesters. 


Eine sehr scharfe Reaktion schon auf ganz geringe Mengen 
dieses K6rpers besteht im Auftreten der stechend riechenden 
Acrylsiiuredimpfe beim Uberhitzen. Man nimmt diese Probe am 
geeignetsten in einem ganz kleinen Reagenzglase vor. Daneben 
entweicht Ammoniak. Erwirmen mit Natronlauge auf miafige 
Temperatur bewirkt die gleiche Erscheinung. 

Auch das Chlorhydrat des Esters zeigt beim Erwarmen 
das gleiche Verhalten, nur sublimiert hier, statt des Ent- 
weichens von Ammoniak, Ammonchlorid fort. 

Beim lingeren Aufbewahren in einem geschlossenen Ge- 
fii} verwandelte sich der Ester in eine farblose Krystallmasse, 
die nicht naher untersucht wurde. 

Die Infreiheitsetzung des B-Alaninesters laéft sich ebenso 
glatt nach der Methode von E. Fischer, d. h. mit Natron- 
lauge +- Kaliumecarbonat und Ausithern, bei tiefer Temperatur, 
vornehmen. Man muB8 hierbei nur auf besonders rasche Opera- 
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tion Gewicht legen. Die Ausbeute an fB-Alaninester war bei 
Anwendung dieser Methode ziemlich die gleiche, wie bei der 
oben beschriebenen. 

In diesem Zusammenhange sei die Beobachtung erwiihnt, 
daf reines B-Alanin gegentiber Alkalien sehr wenig widerstands- 
fihig ist. Diese Eigenschaft tritt insbesondere in der Wirme 
hervor. Beim gelinden Erhitzen einer kleinen Probe von £-Alanin 
mit einigen Tropfen verdiinntem Alkali entweicht NH,. Beim 
Erhitzen mit Bleioxyd ebenfalls. Auf diese Art ist es ver- 
stiindlich, weshalb die Ausbeuten an B-Alanin bei seiner Dar- 
stellung aus B-Jodpropionséure und Ammoniak und nachherigem 
Fallen des Jodes mit Bleioxyd in der Warme so geringe sind. 
Offenbar zersetzt sich ein wesentlicher Teil bei diesem Vor- 
gang. Es ware daher viel geeigneter, das Halogen mit Silber- 
sulfat zu fallen, mit Schwefelwasserstoff zu entsilbern und die 
Schwefelsiure mit Barythydrat vorsichtig als Baryumsulfat ab- 
zuscheiden. 

Die mit verdiinnten Alkalien oder Bleioxyd erwiirmten 
B-Alaninlésungen reduzieren KMnO,-Lésung bereits in der Kite 
momentan. Das urspriingliche B-Alaninpriparat zeigte dieses 
Verhalten nicht. 

Ein weiterer Versuch zeigte, daB eine schwach sodaalka- 
lische, verdiinnte B-Alaninl6sung nach 4stiindigem Verweilen im 
Brutschrank bei 38° nicht veréndert wird. Wenigstens zeigte 
diese Loésung im Vergleich mit der neutralen Kontrollésung in 
bezug auf das Verhalten zu KMnO,-Lésung keinen merkbaren 
Unterschied. 

Fiulnis von Asparaginsdure. 
Versuch I. 


Zum Versuch wurden folgende zwei Losungen angesetzt: 


Lésung A.') 50 g Asparaginséure in berechneter 
Menge Sodalésung geldst, 
5 g Pepton Witte, 
10 » Glukose (wasserfrei), 
2,5» NaCl, 
Spuren von Mgs0O,, 
> » Na, dAPQ,. 


Auf 2 1 verdiinnt 
und konzentrierte 
Sodalésung bis zur 
schwach alkalischen 
Reaktion hinzu- 
gefiigt. 





') D. Ackermann, |, c. 
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Lésung B. (Kontrollversuch). 
5 g Pepton Witte, 
10 » Glukose (wasserfrei), 
2,5 >» NaCl, 
MgSO, und Na,HPO, wie oben. 


In 21 H,0 gelést 
und mit Sodalésung 
| schwach alkalisch 
gemacht. 





Jeide L6Osungen wurden aus technischen Griinden in 
Flaschen zu je 500 ccm umgefiillt, die einzelnen Portionen mit 
gefaulter Rinderpankreasdrtise geimpft und sodann 35 Tage im 
Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Schon nach etwa 5 Tagen 
konnte man in Lésung A eine deutliche Ammoniakentwick- 
lung wahrnehmen, welche Beobachtung durch das_ Blauen 
von Lackmuspapier bestiétigt wurde. Diese LOsungen nahmen 
auBerdem bereits nach ungefahr einer Woche einen intensiven 
Fiiulnisgeruch an. In den Kontrollfliissigkeiten setzten diese 
beiden Erscheinungen, Ammoniakentwicklung und Faulnis- 
geruch, um etwa 8 Tage spiiter ein. Beide LOsungen wurden 
durch das Wachsen der Faulnisbakterien stark getriibt, und es 
entstand an den Béden der einzelnen Flaschen ein dicker 
schlammiger Bodensatz. 

Der Vorgang der Desaminierung wurde von Zeit zu Zeit 
durch N-Bestimmungen nach Kjeldahl verfolgt. 

Die folgende Tabelle zeigt die Stickstoffverluste wahrend 
der Féulnisperiode an: 








ba ; ST _ == 








N-Gehalt er 
 Losung A | Lésung B 
Vor Beginn des Versuchs ...... 6,2240 g N | 0,9594 g N 
Fir Analysenproben entnommen . . . 0,1977 » » | 0,0258 » » 
Am Schluf des Versuchs ..... . 45593 » » | 0,6366 » » 
Als NH, wihrend des Versuches entwichen] 1,4670 » » | 0,5665 » > 


Wie die Weiterbehandlung der beiden Lésungen erweisen 
wird, bestand der Hauptanteil der am Schlusse des Faulnis- 
versuches vorhandenen Stickstoffmengen gleichfalls aus Am- 
moniakstickstoff, das offenbar als Ammoniumcarbonat in Lésung 
gehalten wurde. Die fiir die Bildung des letzteren erforder- 
liche Kohlensaure entstammte der Verbrennung von organischer 
Substanz durch die Mikroorganismen. 
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Verarbeitung von Lésung A. 


Die am Ende des Versuches 1840 ccm betragende filtrierte 
Losung wurde behufs Austreibung des darin enthaltenen Am- 
moniaks unter Minderdruck bei 40° zur Trockene verdampft. 
Am Schlusse wurde zur trockenen Masse absoluter Alkohol 
hinzugefiigt und das Verdampfen wiederholt. Der Trocken- 
riickstand wurde in 450 cem Wasser aufgenommen und _ in 
einem aliquoten Teil der Lésung der Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl bestimmt. Er betrug 0,2660 g. Die Differenz d. h. 
4.2933 g N ist wihrend des Eindampfens der schwach soda- 
alkalischen Lésung als NH, entfernt worden. 

Die Losung wurde jetzt mit verdiinnter Schwefelsiiure 
angesduert und zur Bestimmung der bei der Fiiulnis entstan- 
denen fliichtigen Siuren mit Wasserdampf destilliert. Es wurden 
6 | Destillat aufgefangen. Er reagierte stark sauer und roch 
nach niederen Fettsiuren. 

25 ccm des Destillates verbrauchten gegen Phenolphthalein 
als Indikator 1,84 ccm "/10o-NaOH; auf 6000 ccm entfallen somit 
44.16 cem norm. Lauge. 

Das Destillat wurde mit der berechneten Menge norm. 
NaOH neutralisiert (die Flissigkeit, zu der Phenolphthalein ge- 
geben wurde, war schwachrot) und hierauf bei 40° unter 
Minderdruck bis 100 ccm eingedampft. Eine Probe dieser Lésung 
wurde mit Mercurisulfat in schwach schwefelsaurer Lésung auf 
Ameisensaure gepriift. Die Reaktion fiel positiv aus. 

Der Rest der alkalischen LO6sung wurde hierauf zur Trockene 
verdampft und der sirupése Riickstand am Wasserbade noch- 
mals mit absolutem Alkohol eingedunstet. Der nunmehr trockene 
Riickstand wurde mit Alkohol extrahiert und der Extrakt heif 
filtriert. Das Filtrat gab nach kurzem Eindampfen beim Ab- 
kiihlen eine krystallinische Ausscheidung, die abgesaugt, zuniichst 
mit Alkohol, dann mit Ather gewaschen wurde (2 g). Die 
Mutterlauge gab noch weitere 2 g des Natriumproprionates.!) 
Daneben waren nicht unerhebliche Mengen Natriumformiat 
zugegen. 





'! C. Neuberg und C. Cappezzuoll, |. c. 
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Die aus der Dampfdestillation hervorgehende schwefelsaure 
Lésung wurde mit norm. NaOH schwach alkalisch gemacht, 
um die Schwefelsiure an das Alkali zu binden, und _ hierauf 
mit verdiinnter Salzsiure tiberséiuert. Die salzsaure Lésung 
wurde bei 40° und Minderdruck vollstandig verdampft und der 
teilweise fliissige, teilweise salzartige Riickstand mit 300 ccm 
absolutem Alkohol versetzt. Das Gemisch wurde unter sténdiger 
Eiskiihlung mit trockenem Salzsdéuregas gesittigt und wahrend 
des Einleitens dauernd umgeschiittelt. Die an der Kolbenwand 
haftende Salzkruste hatte sich nach kurzer Zeit vollsténdig los- 
gelist, so dafi die ganze Salzmasse bequem abgesaugt werden 
konnte. Der Filterriickstand enthielt nur anorganische Salze. 
Das violett-rot gefarbte Filtrat wurde nochmals unter Eisktihlung 
mit Salzsiiure gesittigt und hierauf bei 35° im Vakuum einge- 
dampft. Der Verdampfungsriickstand stellte ein dunkelrotbraunes, 
nicht zu dickfliissiges Ol dar. Es wurde in einem Scheide- 
trichter mit Ather erschépfend ausgezogen und der hellgelbe 
iitherische Auszug mit Magnesiumsulfat entwéssert. Der ge- 
trocknete Auszug wurde verdampft und ein hellgelber Olriick- 
stand erhalten, der ohne Vorlauf und beinahe restlos bei 115 
bis 120° (gew. Druck) in farblosen Tropfen tiberdestillierte 
(Gewicht 24g). Nach dem Siedepunkt und den Reaktionen 
(positive Pyrrolreaktion nach Neuberg) ist dieses Produkt Bern- 
steinsiiureester. Zur Identifizierung wurde ein Teil desselben mit 
Natronlauge verseift, hierauf mit Salzsiiure angeséuert und die 
saure Lisung mit Ather extrahiert. Nach dem Verdunsten des 
Losungsmittels hinterblieb eine Krystallmasse, die zur Reinigung 
aus siedendem Wasser umkrystallisiert wurde. Beim Abkihlen 
erstarrte die Lésung krystallinisch. Nach dem Absaugen, 
Waschen und Trocknen besaf das Produkt F. = 185—186° 
und ist somit als Bernsteinsiiure') anzusprechen. : 


Analyse. 
0,1617 g Substanz - 0,2427 g CO, 
0,0759 » H,O. 
Berechnet fiir C,H,O, (118,04): 40,67°/o C und 5,12°/o H 
Gefunden: 40,93°,9 » » 5,25°%,o » 


') C. Neuberg und C. Cappezzuoli, l. c. 
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Der von dem Bernsteinsdéureester durch Ausithern be- 
freite Riickstand sollte nunmehr die in Ather unldslichen Chlor- 
hydrate der Aminosiureester, also auch des etwa vorhandenen 
8-Alaninesters enthalten. Dieser sirupése Riickstand, der dem 
Volumen nach 8—-10 ccm betrug, enthielt indessen keine Spur 
von Chlorionen (héchstens geringe Spuren von Schwefelséure). 
Eine kleine Probe dieser Substanz gab beim Erwiirmen fiir sich 
oder mit Natronlauge keine Spur von den stechend riechenden 
Acrylsiuredimpfen. lhr Auftreten ist eine scharfe Reaktion 
auf B-Alaninester, wie es aus dem auf Seite (118) Gesagten 
hervorgeht. Das Ausbleiben der Reaktion schliefit somit die An- 
wesenheit dieser Verbindung aus. Zur Sicherheit wurde der Sirup 
nach der Methode von E. Fischer mit NaOH, K,CO, und Ather 
behandelt, um vorhandene Ester in Freiheit zu setzen, doch 
hinterliefi der strohgelbe, getrocknete dtherische Auszug beim 
Abdampfen bei 25° blof Spuren eines nach Aminosiiureestern 
riechenden Riickstandes. 


Verarbeitung der Lésung B. 


Nachdem der Hauptversuch in bezug auf die Anwesenheit 
von £-Alanin unter den Fiaulnisprodukten ein negatives Re- 
sultat ergab, konnte von einem Forschen nach dieser Substanz 
in der Kontrolldsung B Abstand genommen werden. Diese 
letztere wurde vielmehr zur Nachpriifung der Frage verwendet, 
ob eine eigens hinzugefiigte geringe Menge von §-Alanin sich 
unter den Faulnisprodukten des Peptons und des Traubenzuckers 
uberhaupt isolieren und nachweisen lafbt. Wie der folgende 
Versuch zeigt, ist diese Frage zu bejahen. 

Die Losung B wurde zuniichst der L6sung A analog be- 
handelt. Der N-Gehalt nach erfolgtem Eindampfen im Vakuum 
bei 35° war 0,1429 g. Die Lésung enthielt somit 0,4937 g 
Ammoniak-N. 

Der Riickstand des Eindampfens wurde ebenfalls genau 
so weiter behandelt, wie oben bei Lésung A dargetan wurde, 
Die Dampfdestillation der mit Schwefelsiure angesidiuerten Lésung 
' ergab in diesem Falle 21 Destillat, die gegen Phenolphthalein 
bloB 2,18 cem norm. NaOH verbrauchten. Das Destillat besal 
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keinen Geruch nach Propionsaure. Von einer weiteren Priifung 
wurde abgesehen. Der Riickstand der Dampfdestillation wurde 
auch hier mit Natronlauge abgestumpft und sodann wieder salz- 
sauer gemacht. Der Eindampfriickstand wurde nun mit 1 ¢g 
reinem B-Alanin vermengt und das Gemisch mit 300 eem Alkohol 
und Salzsiiuregas, wie friiher, verestert. Nach erfolgtem Ab- 
destillieren des Alkohols im Vakuum wurde der braune sirupése 
Riickstand auch hier mit Ather ausgeschiittelt (der iitherische 
Auszug hinterlie{ fast gar keinen Riickstand) und hernach in 
100 ccm absolutem Methylalkohol aufgelést. In einem aliquoten 
Teil wurde der Chlorgehalt nach Volhard ermittelt und die 
ganze LOsung mit der berechneten Menge methylalkoholischen 
Natrons versetzt. Nach der Abtrennung vom ausgeschiedenen 
Kochsalz wurde der Methylalkohol bei 25° abgedunstet und der 
tiickstand bei 14 mm Druck auf 70° Badtemperatur erwirmt. 
Bei etwas tiber 50° gingen 0,9 g eines farblosen Destillates iiber, 
das den Reaktionen nach B-Alaninester darstellte. Der Destilla- 
tionsriickstand roch aufberordentlich intensiv nach Acrylsaure. 


2. Versuch. 


In Anbetracht der Tatsache, daf B-Alanin gegeniiber der 
EKinwirkung von Alkalien wenig widerstandsfihig ist, kénnte 
vermutet werden, daf durch das Eindampfen der urspriinglichen, 
schwach sodaalkalischen Lésungen A und B in Versuch 1 etwa 
vorhandenes 8-Alanin unter Ammoniakabspaltung zerstort worden 
sei. Desgleichen kénnte auch der Verdacht erhoben werden, dai 
bei der viele Stunden dauernden Dampfdestillation ein Korper, 
wie die $-Aminopropionséure, der eine erheblich geringere 
Widerstandsfihigkeit besitzt als die Substanzen der a-Reihe, der 
Zerstérung anheim fiel. Beide Einwande werden durch die An- 
ordnung in diesem Versuch 2 ausgeschaltet, indem hier die 
sodaalkalischen Lésungen vordem Eindampfen mit Essigsaéure 
angesduert wurden, ferner wurde unter Umgehung der Dampf- 
destillation auf die Ermittlung der fliichtigen Sauren verzichtet. 

Die Konzentration der zur Faulnis gelangenden Losungen 
war die gleiche, wie in Versuch 1, mit dem Unterschiede, dal 
hier mit den doppelten Mengen gearbeitet wurde. 
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Lésung A‘: 100 g Asparaginsiure, 


10 » Pepton Witte, " : 
30 > Glokowe (wansertial), Auf 4 1 verdiinnt und mit 


5 jac. jalésung schw alka- 
5 » NaCl. Sodalésung schwach alka 


. isch cemac 
Spuren von MgSOQ,, lisch gemacht 


» Na,HPO,. 





Lésung B! (Kontrolle). 
Bereitung genau wie A’, blofS ohne Asparaginsiiure. 
Volumen auch hier 4 I. 
Faulnisdauer: 40 Tage. 


Aufarbeitung von Lésung A!. 


Die einzelnen Portionen, die von den Fiulnisbakterien 
stark getriibt waren und nunmehr nicht mehr ammoniakalisch, 
sondern nach einem milden Kise rochen, wurden vereinigt. 
Die L6sung wurde hierauf kurz aufgekocht, mit Essigsiure eben 
neutralisiert, filtriert und bei 40° (12 mm) eingedampft. 

Als Riickstand verblieb eine braunlich gefiarbte Krystall- 
masse, die ziemlich trocken aussah und kiiseartig roch. Er 
wurde mit 300 ccm absolutem Alkohol tibergossen und in die 
Suspension bei Eistemperatur Salzsiuregas eingeleitet. Die 
Salzkruste an der Kolbenwand lockerte sich allméhlich, und 
die Fliissigkeit gewann eine rotbraune Farbe. Nun wurde von 
der Kochsalzmasse abgesaugt und das alkoholische Filtrat F 
nach nochmaliger Siattigung mit Salzsiuregas unter Eiskiihlung 
bei 35° (12 mm Druck) eingedampft. Der feste Salzriickstand 
enthielt nur anorganische Substanzen. 

Der Riickstand von Filtrat F war zum gréften Teil fliissig 
und roch nach Fettsdureestern. Das Eindampfen wurde zur 
Entfernung der Salzsiure mit einer neuen Portion absoluten 
Alkohols wiederholt. Der sich ergebende Riickstand wurde 
hierauf in absolutem Methylalkohol aufgelést und die Lésung 
auf 250 ccm gebracht. 

Der Salzséuregehalt dieser Losung war sehr gering: 5 cem 
verbrauchten 5,10 ccm '/1o-n-Silberlésung. Die Hauptmenge 
der Lo6sung wurde mit der genau berechneten Menge einer 
Natriummethylatlosung versetzt (letztere war ungefiihr normal) 
und der Methylalkohol bei 25° Badtemperatur im Vakuum ab- 
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destilliert. Hierauf wurde nach Wechseln der Vorlage die 
Wasserbadtemperatur rasch auf 70° gesteigert (vgl. die Ver- 
suche iiber B-Alanin). Bei dieser AuBentemperatur sollte 
bei 12—14mm f£-Alaninester itiberdestillieren. Es destil- 
lierten bei 33—-34° (Innenthermometer) und 14 mm _ wenige 
Tropfen eines farblosen Ols iiber. 

Bei Steigerung der Aufentemperatur auf 110° destillierte 
bei 14 mm zuniichst ein aus wenigen Tropfen farbloser Fliissig- 
keit bestehender Vorlauf bei 36—37° tiber, sodann stieg die 
Temperatur plotzlich auf 98—110° und unter stiirmischem Sieden 
destillierte eine Fraktion iiber, die bis 125° Olbadtemperatur 
konstant den gleichen Siedepunkt (98—110°) besaB. Gesamt- 
ausbeute 44g. Dieses Destillat erwies sich nach seinen schon im 
Versuche 1 beschriebenen Eigenschaften als Bernsteinsiureester. 

Im Destillierkolben hinterblieb ein dunkelbraun gefarbter, 
noch 6liger Riickstand, der bei 0,2 mm Druck der Destillation 
unterworfen wurde, um die noch unverinderte Asparaginsiaure 
zuriickzugewinnen. Bei 125—160° Olbadtemperatur destillierte 
ein bei 105—9° siedendes Ol alkalischer Reaktion iiber, dessen 
Geruch aminoséureesterartig war, dessen Menge aber nur wenige 
Dezigramme betrug. Es hat sich somit beinahe die ganze As- 
paraginsduremenge umgewandelt. 

Das bei 33 —34° iiberdestillierte Ol betrug, wie angegeben, 
wenige Tropfen, reagierte schwach alkalisch, stellte also offenbar 
den Ester einer Aminosiure dar. Es erwies sich mit aller 
Sicherheit nicht als B-Alaninester. Es gab weder NH, ab beim 
Uberhitzen, noch traten hierbei die stechenden Dimpfe von 
Acrylsiiure und Acrylester auf. Da diese Dampfe schon in 
ganz geringen Mengen duferst leicht am Geruch erkennbar 
sind, so war die Anwesenheit von B-Alaninester ausgeschlossen. 

Die Hauptreaktion der Faulnis war also auch hier die 


folgende: 


COOH COOH 

| | 

CHNH, CH, 

| +H, = | -+ NH, 
CH, CH, 


| 
COOH COOH 
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Aufarbeitung der Lésung B}, 
(Kontrollversuch. ) 

Die Aufarbeitung von Lésung B! geschah zunachst genau 
so, wie die von Losung A!. Die dem Filtrat F entsprechende 
Lésung soll hier mit Filtrat G bezeichnet werden. 

Filtrat G wurde im Vakuum bei 35° eingedampft und 
der von der tiberschiissigen Salzsiure durch nochmaliges Ver- 
dampfen mit absolutem Alkohol befreite Riickstand in 100 cem 
absolutem Methylalkohol gelést. Diese Lésung wurde in zwei 
gleiche Teile geteilt: I und IL. 

Losung I. 1 ccm derselben verbrauchte 3,58 ccm !10- 
n-Silberlésung. Nach Hinzufiigen der berechneten Menge (ungef. 
normaler) Natriummethylatlosung wurde der Methylalkohol bei 
25—28° Wasserbadtemperatur abdestilliert. Hierauf wurde das 
Bad rasch auf 100° erhitzt, indes das innere Thermometer 
langsam auf 45° stieg. Das entstandene Destillat bestand aus 
wenigen Tropfen eines alkalisch reagierenden Ols, vom gleichen 
Aussehen, wie die Fraktion 33---34°, gewonnen aus Lésung A}. 
Offenbar stellen diese beiden Fraktionen Ester von Aminosiuren 
dar, die durch den Abbau des Peptons entstanden sind. Auch 
hier blieben alle Reaktionen des f-Alaninesters aus. 

Der Destillationsriickstand bestand aus einer dunkelbraunen, 
sozusagen festen Masse, von Kochsalz herriihrend, das diesmal 
nach der Neutralisation nicht zur Ausscheidung gelangt war. 

Lésung JI. Die methylalkoholische LOsung wurde wie 
sonst eingedampft und zum Riickstand, dem auf S. (123) mitge- 
teilten Gedankengange folgend, 1 g B-Alanin hinzugefiigt. Das 
Gemisch wurde hierauf bei Eiskélte mit 50 ccm absolutem 
Methylalkohol unter Einleiten von Salzséiuregas verestert. Die 
- filtrierte, dunkelbraune Fliissigkeit wurde nunmehr bei 35° (Va- 
kuum) verdampft, diese Operation mit einer neuen Alkoholmenge 
wiederholt und nach Ermittlung des Chlorgehaltes (1,5 ccm 
verbrauchten 4,15 ccm '/10-n-AgNO,) die berechnete Menge 
Natriummethylates hinzugefiigt. Auferdem wurden zur Sicher- 
heit 5 g Bernsteinsiiureester zugegeben, um zu prifen, ob nicht 
etwa die Anwesenheit des letzteren die Acrylreaktion verhin- 


dern k6nnte. 
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Jetzt wurde der Methylalkohol bei 25—30° (Vakuum) 
abdestilliert und der Rest bei 12—15 mm und 70° Badtem- 
peratur Uberdestilliert. Bei 35—40° Innentemperatur destillierten 
auch hier wenige Tropfen eines farblosen Ols iiber, das aber 
in diesem Falle deutlich nach Acrylderivaten roch. 

Der vorwaltende Geruch ist aber auch hier der von Amino- 
siureestern. Der f-Alaninester hatte sich zum griéBten Teil 
zersetzt, denn beim Erwarmen des Kolbenrtickstandes tiber 100° 
(gew. Druck) gingen einige Tropfen eines gelblichen Ols vom 
heftig stechenden Geruch des Acrylsdureesters iiber. Beim 
weiteren Erwarmen erhielt man den Bernsteinsiureester. 


bakteriologische Untersuchung der L6sungen A und b 
(Versuch 1). 


(Ausgefiihrt von Herrn Dr. Ungermann, Hygienisches Institut.) 


Losung A enthielt folgende 3 Arten: 

1. eine Pseudodiphtherieart (am reichlichsten vertreten), 
2. eine Art aus dem Colistamm (sehr selten), 

3. eine Coccenart (wie in Losung B). 


Losung B enthielt: 


1. Kartoffelbacillus (am reichlichsten), 
2. Proteus, 
3. die Coccenart von Lésung A. 


Ks wurde eine Lésung mit den genau gleichen Mengen- 
verhiltnissen, wie Lésung A (Versuch 1) bereitet, dieselbe in 
5 gleiche Portionen geteilt und jede derselben sterilisiert. Die 
in der Hitze etwas braunlich gewordenen sodaalkalischen 
Loésungen wurden mit den Reinkulturen der 5 Bakterienarten 
geimpft und 26 Tage hindurch bei 37° aufbewahrt. Nach Ab- 
lauf dieser Zeit zeigten die 5 Proben nur ein ganz geringes 
Wachstum bestehend. Es war bei der Pseudodiphterieart und 
bei der Coliart besonders schwach. 

Aus jeder der gedffneten Proben entwich Ammoniak, das 
schon am Geruch deutlich erkennbar war. Fiiulnisgeruch war 


nicht vorhanden. 
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Die Aufarbeitung der 5 Proben geschah ganz genau so, 
wie es in Versuch 1 bei der Verarbeitung der Loésungen A und B 
dargetan wurde. 

Die Destillation mit Wasserdampf lieterte 5 Destillate von 
saurer Reaktion. Die Reduktion von Mercurisalz ergab die 
Anwesenheit von Ameisensaéure. Propionsiure wurde nicht 
gefunden. 

Beim Eindampfen der schwach salzsauer gemachten 
Lésungen (vgl. Versuch 1) wurde ein Riickstand erhalten, der 
diesmal keine merkbaren Oligen Anteile enthielt, vielmehr aus 
einer festen, braun gefirbten Masse bestand. Die Extraktion 
mit Ather ergab hellgelb gefarbte Ausziige, die in allen 5 Proben 
geringe Mengen von Oligen Riicksténden hinterlieBen. Diese 
zeigten eine sehr starke Pyrrolreaktion. Die Anwesenheit von 
Bernsteinséureester konnte jedoch durch den Siedepunkt nicht 
sichergestellt werden. 

Die Infreiheitsetzung der Ester im ausgeiitherten Riick- 
stande erfolgte nach Fischers Methode mit NaOH +- K,CO, 
und Ather bei tiefer Temperatur. Jeder der so erhaltenen, 
getrockneten, braun gefirbten atherischen Ausziige wurde fiir 
sich bei 12 mm fraktioniert destilliert. Ein dem g-Alaninester 
entsprechendes Destillat beim Erwaérmen des AufSenbades bis 
100° wurde auch hier in keinem F alle erhalten. Es destillierten 
jedesmal 1—2 Tropfen einer farblosen Fliissigkeit iiber, die 
wohl aminoséureesterartig rochen, jedoch die Reaktion des 
8-Alaninesters nicht gaben. 

Im Riickstand der Destillation befand sich der Asparagin- 
siureester. Er betrug dem Gewichte nach in 


Probe 1 (Kartoffelbacillus): 2 g, 
2 (Proteus): 2,5 g, 
3 (Coccenart): 2 g, 
» 4 (Pseudodiphtherie): 3,2 g, 
5 (Coli): 3,2 g. 


Zur Identifizierung der Asparaginséure wurde der Riick- 
stand mit der 10fachen Wassermenge 30 Stunden hindurch bei 
Siedehitze verseift, die Lésung mit Tierkohle entfarbt und das 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 9 
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Kupfersalz der Asparaginsaéure mittels Kupferoxyds nach der 


bekannten Methode dargestellt. 
Das tiefblau gefarbte Kupfersalz wurde nach dem Trocknen 


bei 100—105° hellblau. 

0,1513 g Substanz gaben 0,0587 g CuO. 
Gef.: 31,00°/o Cu 
Fiir C,H,0,Cu - 1/2 H,O (Mol.-Gew. = 203,65) Ber.: 31,23°/o » 

Das '/2 Mol. Krystallwasser lief sich beim 24stiindigem 


Trocknen (100—105°) nicht austreiben. 






































Die Bildung von y-Aminobuttersaure aus d-Glutaminsaure 
unter dem EinfluB von Mikroorganismen. 


Von 


Emil Abderhalden, Georg Fromme und Paul Hirsch. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1913.) 


Vor kurzem teilte der eine von uns (A.) gemeinsam mit 
Karl Kautzsch') mit, daB die Estermethode zur Auffindung 
von y-Aminobuttersaéure ausgezeichnet geeignet ist und jeden- 
falls rascher und miiheloser zum Ziel fiihrt, als die Methodik, 
die Ackermann, dem der Nachweis der genannten Amino- 
sdure gelang, anwandte. Es konnte damals keine y-Aminobutter- 
sdure unter den Abbaustufen der d-Glutaminsiure nachgewiesen 
werden. Es wurde hervorgehoben, dafi dieser Befund keines- 
wegs das Resultat des Versuches von Ackermann?) in Zweifel 
ziehen darf. Schon der Umstand, da8 die damaligen Versuche 
bei einer anderen Temperatur durchgefiihrt wurden, konnte 
Unterschiede bedingen. Wir haben den Versuch unter den von 
Ackermann angegebenen Bedingungen noch zweimal mit je 
50 g d-Glutaminsiure wiederholt. Das Resultat war jedesmal 
ein vollstandig negatives, trotzdem diesmal der Versuch bei 
37° durchgefiihrt wurde, und ferner die angewandte Glutamin- 
sdure bis zu 50°/o abgebaut war. 

Wir haben den Versuch, doch noch y-Aminobutterséure 
als Abbaustufe von d-Glutuminséure aufzufinden, nicht aufge- 
geben. Schlieflich waren unsere Bemiihungen von Erfolg ge- 





‘) Emil Abderhalden und Karl Kautzsch, Faulnisversuche 
mit d-Glutaminséure und Studien iiber die +-Aminobutterséure. Diese 
Zeitschrift, Bd. 81, S. 294, 1912. 

?) D. Ackermann, Uber ein neues, auf bakteriellem Wege ge- 
winnbares Aporrhegma. Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 273 (1910). 


9* 
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kront. Wir geben nur diesen Versuch an, weil durch diese 
Mitteilung der Befund von Ackermann bestatigt wird, und 
etwaige Zweifel, die im Gefolge der ersten Mitteilung aufge- 
treten sind, beseitigt werden. Unsere Erfahrungen zeigen mit 
aller Deutlichkeit, daf es unbedingt erforderlich ist, bei der- 
artigen Versuchungen genau mitzuteilen, welche Mikroorga- 
nismen beim Versuche vorhanden waren. Wir glauben nicht, 
dafi andere Ursachen, als eine verschiedenartige Flora die Ur- 
sache der ganz ungleichen Befunde waren. Jedenfalls ist die 
y-Aminobutterséure kaum ein Abbauprodukt der Glutaminsaure, 
das regelmaBig auftritt, man miiBte denn schon die Annahme 
machen, dai sie immer nur in Spuren gebildet und gleich weiter 
zersetzt wird. 

Die folgenden Daten geben ganz kurz die Versuchsanord- 
nung und die Aufarbeitung des Faulnisgemisches wieder. Wir 
kénnen uns kurz fassen, weil in der friiheren Mitteilung die 
ganze Methodik sehr ausfiihrlich geschildert ist. 

Zweimal je 25 g d-Glutaminséure, 5 g Kochsalz, 10 g 
Traubenzucker, 10 g Wittepepton, einige Tropfen Magnesium- 
sulfat- und Natriumsulfatl6sung in 11 Wasser gelést, wurden 
nach Alkalischmachen mit der fiir 1-COOH-Gruppe der Gluta- 
minsiure berechneten Menge Soda mit etwas verfaultem Pan- 
kreasgewebe versetzt und 6 Wochen bei Brutschranktemperatur 
faulen gelassen. Es wurde darauf geachtet, daB die Reaktion 
immer alkalisch blieb. 

Die bakteriologische Untersuchung, die wir der Giite des 
Herrn Dr. Bierast im hygienischen Institut verdanken, ergab 
Anwesenheit von verschiedenen Hefen und grammpositiven 
Kokken (teils Diplokokken, teils Staphylokokken) in der Faul- 
nisfliissigkeit. 


Aufarbeitung der Faulnisfliissigkeit. 


Versuch I. 


Die nach altem Kase riechende Fliissigkeit wurde filtriert 
und im Mefkolben genau auf 2 1 aufgefiillt. In aliquoten 
Teilen wurden Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt. 























Uber die Bildung von y-Aminobuttersadure usw. 133 


Faulnisflissigkeit. 
Versuch I. 


Stickstoffgehalt der Gesamtmenge. 


Gonemt-M mach Biel@aht .« «0 + snsieuc.c + « 4,3711 g 
Amino-N nach van Slyke ....+....... 2,3360 » 
Ammoniak-N nach Kriiger-Reich-Schittenhelm. 0,9527 » 
Versuch II. 
Stickstoffgehalt der Gesamtmenge. 
Gesamt-N nach Kjeldahl .......e¢-+..-. 3,8668 g 
Amino-N nach van Slyke .....++2-e«-e-ce-. 2,1920 » 


Ammoniak-N nach Kriiger-Reich-Schittenhelm. 0.5884 » 


Wir verdampften unter vermindertem Druck zur Trockene. 
Der Riickstand wurde mit 250 ccm absolutem Alkohol versetzt 
und nun mit trockener gasférmiger Salzséure verestert. Von dem 
anorganischen Riickstand wurde abgesaugt und die alkoholische 
Lésung der Esterchlorhydrate im Vakuum zur Trockene ge- 
bracht. Die Veresterung wurde nochmals wiederholt und hierauf 
wiederum unter vermindertem Druck eingedampft. Der Riickstand 
wurde zur Entfernung von vorhandenen Fettsiuren mit Ather aus- 
geschiittelt. Die nach Abtrennung des Athers zuriickbleibenden 
Aminosdureesterchlorhydrate wurden in absolutem Alkohol ge- 
lost. Die Lésung wurde im Mefkolben genau auf 100 ccm auf- 
gefiillt und in einem aliquoten Teil davon eine Stickstoffbestim- 
mung ausgefiihrt. (Stickstoffgehalt gleich 2,0875 g). Die alko- 
holische L6sung der Esterchlorhydrate versetzten wir mit 250 ccm 
Ather und setzten die Ester mit Ammoniak in Freiheit. Die 
dtherische Lo6sung wurde abfiltriert und mit Magnesiumsulfat 
getrocknet. 

Nach Abdestillieren des Alkohols und des Athers wurden 
die Aminosdureester einer fraktionierten Destillation unter ver- 
mindertem Druck unterworfen. 

1. Fraktion: Druck ca.12 mm. Bei 38° gingen ca. 6 g 
eines etwas nach Aminosiureester riechenden Oles iiber. 

2. Fraktion: Druck ca. 12mm. Zwischen 38 und 60° 
gingen ca. 3,7 g eines stark nach Aminosiureester riechenden 
Oles iiber. Die Hauptmenge destillierte bei 50°. 
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3. Fraktion: Druck ca. 12 mm. Zwischen 60 und 90° 
gingen 3,7 g Destillat tiber. 

Wir steigerten allmaéhlich die Aufentemperatur bis auf 
210°, doch erhielten wir keine weitere Fraktion mehr. 

Der Ester der y-Aminobuttersaéure war, falls vorhanden, 
in der 3. Fraktion zu suchen. Zwar wurden samtliche er- 
haltenen Fraktionen mehrere Stunden mit konzentrierter Salz- 
siure gekocht, doch beschraénkten wir uns bei der Weiter- 
verarbeitung auf die zwischen 60 und 90° tberdestillierte 
Fraktion. 

Nach Eindampfen im Vakuum wurde der 6lige Riickstand 
mit absolutem Alkohol aufgenommen und mit einer 10°/oigen 
absolut alkoholischen Platinchloridlésung versetzt. Nach einigem 
Stehen hatten sich orangegelbe, ziemlich grofe Nadelchen ab- 
geschieden. Ausbeute 0,1 g. 

Das Platinsalz schmolz bei 220° unter Aufschiumen und 
Schwarzfarbung. 

Wurde eine geringe Menge des Platinates mit einer 
gleich groBen Menge des Platinates der y-Aminobuttersaure') 
gemischt, so beobachteten wir den gleichen Schmelzpunkt. 


0,0952 g Substanz gaben 0,0030 g Platin. 
(C,H,NO,),H,PtCl,. Ber.: Pt = 31,65°/o, 
Gef.: Pt = 31,51 /o. 


Versuch Il. 


In genau der gleichen Weise verarbeiteten wir die Faulnis- 
fliissigkeit von Versuch II. 

Der Stickstoffgehalt der absolut alkoholischen Esterchlor- 
hydratlésung betrug 2,0018 g. 

Bei der, fraktionierten Destillation unter ca. 11 mm Druck 
wurden folgende Fraktionen erhalten. 

1. bis 50°: 5g eines nach Aminosdureester riechenden 


Destillates; 
2. zwischen 50 und 76°: 5g eines Oligen Destillates. 





') E. Abderhalden und K. Kautzsch, l. c. 
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Trotz Steigerung der Aufentemperatur bis auf 210° er- 
hielten wir keine weitere Fraktion. 
Auch hier beschrankten wir uns auf die Aufarbeitung der 
2. Fraktion. Bei gleicher Weiterverarbeitung, wie oben, er- 
hielten wir 0,3 g Platinsalz. Es schmolz unter Zersetzung und 
Schwarzung bei 220°. Auch sein Mischschmelzpunkt mit Pla- 
tinat der y-Aminobutterséiure war der gleiche. 
0,1588 g Substanz gaben 0,0500 g Platin. 
(C,H,NO,),H,PtCl,. Ber.: Pt = 31,65°/o, 
Gef.: Pt = 31,49/o. 








Uber den Einflu6 der Ermiidung auf den Gehalt des Blutserums 
an dialysierbaren, mit Triketohydrindenhydrat reagierenden 
Verbindungen. 

Von 
Emil Abderhalden und Arno Ed, Lampé. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1913.) 


Wir haben vor kurzem nachgewiesen, da nach Verfiit- 
terung von Eiweifstoffen und deren Abbauprodukten die Menge 
der dialysablen, keine Biuretreaktion gebenden, wohl aber mit 
Triketohydrindenhydrat reagierenden Stoffen zunimmt.!) Die 
weiteren Erfahrungen am hiesigen Institute haben ergeben, daf8 
der Gehalt des Blutserums an den genannten Stoffen ziemlich 
erhebliche Schwankungen aufweist. So findet man bei schweren 
Kachexien, bei Fieber usw. eine Steigerung der Menge dieser 
Kérper. Es handelt sich bei diesen Schwankungen im Gehalt 
des Blutserums an Verbindungen, die in a-Stellung zum Car- 
boxyl eine Aminogruppe tragen und nicht den Peptonen zuge- 
héren (negativer Ausfall der Biuretreaktion), um absolut sehr 
kleine Werte. Das Triketohydrindenhydrat ist ein auferst 
empfindliches Reagens auf Verbindungen der genannten Kon- 
stitution. 

Wir haben uns nun die Frage vorgelegt, ob sich der 
Gehalt des Blutserums an dialysierbaren, die Biuretreaktion 
nicht gebenden, dagegen mit Triketohydrindenhydrat (Ninhydrin) 


1) Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé, Weiterer Beitrag 
zur Kenntnis des Schicksals von in den Magendarmkanal eingefiihrten 
einzelnen Aminosiéuren, Aminosduregemischen, Peptonen und Proteinen. 
Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 473. 1912. 
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reagierenden Verbindungen durch bis zur vollstaéndigen Er- 
schépfung getriebene Muskelarbeit beeinflussen |aft. Um einen 
Nachschub von mit Triketohydrindenhydrat reagierenden Sub- 
stanzen der genannten Art vom Darm aus auszuschlieBen, ver- 
wandten wir Tiere — Hunde — die 24—48 Stunden vor der 
Blutentnahme gehungert hatten. Die Versuchsanordnung war 
die folgende: 

Dem Versuchstiere wurde aus der Vena jugularis externa 
eine bestimmte Menge Blut entnommen. Dieses tiberlieBen wir 
der spontanen Gerinnung, gossen das ausgeprefte Serum ab und_ 
zentrifugierten es dann. Genau abgemessene Mengen des Serums 
wurden dann der Dialyse unterworfen, wobei die an dieser 
Stelle wiederholt geschilderte Methodik innegehalten wurde. Vom 
Dialysat wurden 10 ccm mit 0,2 ccm einer 1°/o igen wasserigen 
Ninhydrinlésung versetzt. Das Gemisch wurde genau 1 Minute 
gekocht. Die auftretende Reaktion wurde mit deren Ausfall 
bei Versuchen verglichen, bei denen gleiche Mengen Serum 
vom gleichen Versuchstiere verwendet wurden, nachdem dieses 
auf einer Tretbahn bis zur volligen Erschépfung Steigarbeit 
geleistet hatte. Die Arbeitsleistung folgte der ersten Blutentnahme 
sofort. Die Einzelheiten der durchgefiihrten Untersuchungen 
ergeben sich aus der Mitteilung der Versuche selbst. Hervor- 
gehoben sei nur noch, daB die Blutentnahme ohne Narkose vor- 
genommen wurde. Die Versuchstiere verhielten sich bei der 
Blutentnahme ganz ruhig. 

Man kann gegen die ausgefiihrten Versuche folgende Ein- 
winde erheben. Einmal kénnte die Frage aufgeworfen werden, 
ob die Versuchstiere nach der Blutentnahme sich noch unter 
physiologischen Bedingungen befanden. Das war unzweifelhaft 
besonders in den Fallen der Fall, bei denen die Menge des ent- 
nommenen Blutes nur eine geringfiigige war. Bemerken wollen 
wir auch noch, dafi uns daran lag, die Versuchstiere méglichst 
volistindig zu erschdpfen. Es gelang dies mit Ausnahme des 
Hundes II, der allen Versuchen, ihn zu ermiiden, spottete. Mehr 
ins Gewicht fallt der folgende Einwand: Es kénnie sein, daf die 
Blutentziehung an und fiir sich den Gehalt des Blutserums an 
den oben gekennzeichneten Stoffen verandert. Da ein derartiger 
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Kinflu8 nicht vorhanden ist, haben unsere friiheren Versuche!) 
ergeben. 

Unsere Versuche ergaben, daf das Blutserum nach hoch- 
gradiger Ermiidung weniger dialysierbare, mit Ninhydrin rea- 
gierende Stoffe enthalt. Es sind unzweifelhaft dem Blutserum 
derartige Stoffe entzogen worden. Es wiire verfriiht, diesen 
Befund jetzt schon eingehend zu diskutieren und zu erortern, 
ob die Muskelzellen die betreffenden Stoffe dem Blutserum ent- 
nommen haben. Wir hatten aus verschiedenen Griinden ein 
entgegengesetztes Resultat erwartet. Einmal ist das Blut bei 
der angestrengten Titigkeit gewif eingedickt worden. Es muBte 
die Konzentration an gelésten Bestandteilen des Blutes an- 
steigen. Die Abnahme an den betreffenden Stoffen mu somit 
nach den erhaltenen Befunden eine recht erhebliche gewesen sein. 

Wir hatten auch daran gedacht, dafi bei extremer Er- 
miidung aus den Muskelzellen Stoffe an das Blut abgegeben 
wiirden, die zum Eiweif in naherer Beziehung stehen. Es wire 
in diesem Falle die Moéglichkeit gegeben gewesen, die Theorien 
und Feststellungen von Weichardt tiber die Ermiidungsstoffe 
von anderen Gesichtspunkten aus zu charakterisieren. Dieser 
Versuch muf somit vorlaufig als mibgliickt betrachtet werden. 
Allerdings ist es schwer zu entscheiden, wann ein Tier voll- 
stiindig ermiidet ist. Versuche, mit dem Dialysat des Serums 
bei Mausen Ermiidungserscheinungen nach dem Vorgange von 
Weichardt hervorzurufen, ergaben ein negatives Resultat. 

Wir haben diese Versuche noch von einem anderen Ge- 
sichtspunkte aus aufgenommen. Wir fragten uns, ob es moglich 
sei, durch extreme Anspannung eines bestimmten Organsystemes 
dieses so zu beeinflussen, daf es seinen Stoffwechsel nicht 
mehr in normaler Weise durchfiihrt, sondern Stoffe an das 
Blut abgibt, die nicht vorher bluteigen gemacht worden sind. 
Wir brachten das Serum vom nicht ermiideten und ferner vom 
ermiideten Hunde mit gekochtem Muskelgewebe zusammen. 
In keinem Falle war ein Abbau nachweisbar. Auch hier hatten 
wir ein anderes Resultat erwartet und gehofft, einen Einblick 
in die Bildung von Ermiidungsstoffen im Sinne Weichardts 
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zu erhalten.!) Wir liefen das Serum auch auf Pankreas und 
Leber vom Hunde, Pankreas, Leber, Nebennieren, Muskel- 
gewebe und Placenta vom Menschen einwirken. In keinem 
Falle trat ein Abbau ein. 

Gegen die Versuche, nach extremer Ermiidung im Blut- 
serum mittels des Fermentnachweises aus dem Muskelgewebe 
oder anderen Organen stammende blutfremde Stoffe nachzu- 
weisen, konnte der Einwand erhoben werden, daf die Zeit zur 
Bildung der Fermente eine zu kurze war. Wir haben deshalb 
das Serum eines ermtideten Hundes nach 4 Tagen nochmals 
auf sein Verhalten gegenitiber Muskelgewebe gepriift. Ein Abbau 
fand auch jetzt nicht statt. 


Versuche. 
Hund I. 


Nach 48 stiindigem Hungern Blut aus der Vena jugularis dextra entnommen. 
eee EN TTT 











In Glas | | Ergebnis der 
Triketohydrinden- 

Nr. | hydratprobe 
1 a kk re a ee ee | — 
2 1,5 » : | 9: Se eh es eae ce | ~ 
3 | 20 » ee re oF + 
ieee «+ Cenenvreentiawes | abe 
Ste 4. ...% _ .clitectenidderbences | “a 

6 | 5,0 » * a el enna ees | whe the ob 

7 1,5 » » -+ Muskel vom Hund .. .| — 
8 1,5 » » -+- Pankreas vom Hund . . — 
9 | 1,5 » > = > >» Menschen. | _ 
10 1,5 » »  -t+- Leber > > , -~ 
11 1,5. » » -t » » Hund ..'| i 
12 15 » » =. Placenta » Menschen. | — 


Sofort nach der 5lutentnahme liefen wir das Versuchstier 45 Minuten 
auf der Tretbahn bei ca. 5°/o Steigung laufen. Der Hund macht einen sehr 
stark erschépften Eindruck. Blutentnahme aus der Vena jugularis sinistra. 





‘) Vgl. hierzu: W. Weichardt, Uber Emiidungsstoffe. Verlag 
Ferdinand Enke, Stuttgart 1911. 
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In Glas | 
| Triketohydrinden- 
Nr. | hydratprobe 
as 11 seem 45 Ss 4 we ws ° — 
4 | 15 . paw eos —_ 
ie ae eG aebaake ee ju 
i. Tee. “i oe eae oi See ein — 
7. )4) «+ & Gabe eues Swe _ 
18 S05 he we ee i ee as 
19 1,5 -++ Muskel vom Hund “ 
20 1,5 + » » Menschen — 
21 1,5 -+- Pankreas vom Hund = 
22 | 1,5 ~f- > > Menschen. = 
23 | 1,5 -++ Leber » Hund we 
24 1,5 + »> » Menschen. 
Hund II. 


Nach 24stiindigem Hungern Blut aus der Vena jugularis dextra entnommen. 











Ergebnis der 








chiuaal Triketohydrinden- 

Nr. | hydratprobe 

{1 |10cemSerum..........004- DB 

S 1s 2 xe nee aoe + 

S Debs - ce .» dcieceiin eee ‘fe 

$ i» * veleowee cae ojo of 

5 5,0 * : 22 © hb okeehek eee + + 

6 |6,0 » ee ee eee ee . + + +. 

7 / 1,0 > > -+ Muskel vom Hund . BD 

8 |1,0 >» » -. Nebenniere vom Menschen @ 


Nach der Blutentnahme liefen wir den Hund 1/2 Stunde auf der 
Tretbahn bei ca. 5°/o Steigung laufen. Der Hund zeigte absolut keine 
Ermiidungserscheinungen. Blutentnahme aus der Vena jugularis sinistra. 
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In Glas | Ergebnis der 
‘Triketohydrinden- 
Nr. | hydratprobe 
9 po eS a eee ee — 
10 |20 » i  « es See wees en a) 
11 |3,0 » ee a ee ee + 
12 |40 » . «@ «ch melee * Boe ee +-@ 
13 |5,0 » ee ee ee ee + + 
ss: « sae eueeacean ees feof 4 
15 /|1,0 >» » -+ Muskel vom Hund... . — 
16 {1,0 >» » -+ Nebenniere vom Menschen | — 
Hund III. 


48 stiindiges Hungern. Blutentnahme aus der Vena jugularis dextra. 





























In Glas | Ergebnis der 
| Triketohydrinden- 
Nr. | hydratprobe 
1 15 ccemSerum...... ee we ee we + 
2 2,0 » ¢ © % © %, ee eee Sa “f- 
3 3,0 » ‘~~ se he k= ay a ee + @ 
4 4,0 >» > «2b = epee ie He + +- 
5 1,5 > » -++- Muskel vom Hund... . +- 
6 1,5 » » -}- Nebenniere vom Menschen +- 





Hund sofort nach der Blutentnahme 1!/s: Stunde auf der Tretbahn be: 
ca. 5°/o Steigung laufen gelassen. Da der Hund sich weigerie, weiter zu 
laufen, wurde er noch 1 Stunde lang durch Jagen und Springenlassen ab- 
gehetzt. Deutliche Zeichen der Ermiidung. Blut aus der Vena jugularis 
sinistra entnommen. 





Ergebnis der 





In Glas 











| Triketohydrinden- 

Nr. | hydratprobe 

7 ee ee or ree ss 

8 2,0 » cele Gee ae eee ° — 

9 | 30 » e = 9 <cocitecsbers ss « we 

10 40 » + <6 eee eo LB 

11 1,5 » » +. Muskel vom Hund... | — 

12 15 » » +. Nebenniere vom Menschen | _ 
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Hund IV. 


Nach 4&stiindigem Hungern Blutentnahme aus der Vena jugularis dextra. 


Serum leicht hamolytisch. 





mm 2 ne ome 











| Ergebnis der 











In Glas | Lae 2 
| ‘Triketohydrinden- 
Nr. | hydratprobe 
ee 8 ee ee ee ee a ee Spur + 
a 2 er er eer be 
. es * ax eee Sen + + 
4 |40 » +  «°adene ee ee cee + + 
5 |10 » » -+ Muskel vom Hund... . Spur -+- 
6 |10 » » -+ Nebenniere vom Menschen >» + 


Hund sofort nach der Blutentnahme 1 Stunde lang auf der Tretbahn 


laufen gelassen. 


Deutliche Zeichen der Ermiidung. Blut aus der Vena 


jugularis sinistra entnommen. Serum ziemlich stark haimolytisch. 





Ergebnis der 








ahem, Triketohydrinden- 
Nr. | hydratprobe i 
te 2. 5 4 2% Oe _ { 
ne es | a . 
ee ee eee | +1) 
ae ero | ++ 
11 | 1,0 »  » -+ Muskel vom Hund... . ae 
12 | 1,0 » +- Nebenniere vom Menschen -- 


Nach 4 Tagen der Ruhe Blut aus der Vena femoralis sinistra entnommen. 





Ergebnis der 








| Gl ) | 
en Triketohydrinden- 
Nr. hydratprobe 
1 | tGocem Germ... 2+ st eee | @B 
2 | 1d > -+- Muskel vom Hund . @ 
3 » -+ Nebenniere vom Menschen @ 


15 > 


‘) An dem geringen Unterschiede diirfte die starke Hamolyse 
schuld sein. 
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Einige Beobachtungen und Versuche mit Triketohydrindenhydrat 
(Ruhemann). 


Von 


Emil Abderhalden und Hubert Schmidt. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, April 1913.) 


Das Triketohydrindenhydrat, dessen Entdeckung wir Ruhe- 
mann verdanken, gibt mit allen Verbindungen, die in a-Stellung 
zum Carboxyl eine Aminogruppe tragen, beim Kochen der 
wiasserigen LOsung eine mehr oder weniger intensive Blaufarbung. 
Diese Eigenschaft macht das Triketohydrindenhydrat in hervor- 
ragendem Mabe geeignet, um Verbindungen der genannten Art 
nachzuspiiren.'!) Die Empfindlichkeit der Reaktion hangt 
ganz wesentlich von der Konzentration des Triketo- 
hydrindenhydrats und des mit diesem reagierenden 
Produktes ab. So kann man z. B. dann, wenn in solchen 
Verdiinnungen gearbeitet wird, daf keine Firbung sich zeigt, 
durch Eindampfen des Gemisches noch eine Farbreaktion er- 
halten. Dieser Umstand ist besonders wichtig, weil bei der 
Anwendung des Triketohydrindenhydrats zum Nachweis von 
dialysierbaren, mit dem genannten Reagens unter Farbbildung 
reagierenden Stoffen ganz besonders sorgfiltig darauf geachtet 
werden muf, dafi bei vergleichenden Versuchen genau gleich 
stark eingedampft wird. Der eine von uns hat fiir sein Dia- 
lysierverfahren Reagenzgliser mit einer Marke herstellen lassen, 
damit man direkt abiesen kann, ob man bei allen Versuchen 
gleich stark gekocht hat. Gewifi sind Fehlreaktionen z. B. bei 
der Serodiagnostik der Schwangerschaft durch verschieden 





1) Emil Abderhalden und Hubert Schmidt, Uber die Ver- 
wendung von Triketohydrindenhydrat zum Nachweis von Eiweifstoffen 
und deren Abbaustufen. Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 37, 1911. 








144 Emil Abderhalden und Hubert Schmiat, 


starkes Einkochen hervorgerufen worden. Es sei deshalb an 
dieser Stelle noch besonders auf diesen Punkt hingewiesen. 

Um die Verwertbarkeit des Triketohydrinden- 
hydrats zum Nachweis von dialysierbaren, die Biuret- 
reaktion nicht gebenden Aminosdurederivaten und 
Aminosauren selbst zu demonstrieren, haben wir in 
verschiedenen Korperfliissigkeiten auf solche Ver- 
bindungen gefahndet. 

Die einzelnen Versuche sind alle in der gleichen Art 
durchgefiihrt worden. Die Fliissigkeit wurde in eine Dialysier- 
hiilse gebracht und stets gegen destilliertes Wasser bei Zimmer- 
temperatur dialysiert. Der Versuch wurde nach 16—24 Stunden 
abgebrochen. Zur Verhinderung von Faulnis und von Verdunstung 
wurden Hiilseninhalt und AuBenfliissigkeit mit Toluol tiberdeckt. 
Von dem auf ein bestimmtes Volumen eingedampften Dialysate 
wurden genau 10 ccm mit 0,2 ccm einer 1°/oigen wiasserigen 
Triketohydrindenhydratlésung — auch Ninhydrin genannt — 
genau eine Minute gekocht. | 

Es zeigte sich, daf frische Milch, Harn, Speichel, 
Blutplasma und -serum, Lymphe, Schweif, Inhalt 
einer Cysticerkencyste, frisches Eiereiweif, frisches 
Fleisch, gekochtes Eiereiweif, gekochtes Fleisch an 
das Dialysat Stoffe abgeben, die keine Biuretreaktion zeigen, 
wohl aber mit Triketohydrindenhydrat reagieren. Zu bemerken 
ist noch, daf das frisch dem eben getéteten Tiere entnommene 
Fleisch und ferner das gekochte Ei im Kochwasser in die Dia- 
lysierhiilse gegeben wurden, weil wir wissen wollten, ob in 
diesen Produkten einfachere Verbindungen vorhanden sind, die 
den Aminosauren verwandt oder mit diesen identisch sind. 

Die Tatsache, daB Schwei8 ganz intensiv reagiert, ist 
praktisch sehr wichtig. Man wird bei der Anwendung des Rea- 
genses vorsichtig darauf achten miissen, dab kein Gegenstand, 
der nachher mit dem Triketohydrindenhydrat zusammentrifft, mit 
Schweif8 in Beriihrung kommt. Dreht man z. B. einen Siede- 
stab eine Weile zwischen den Fingern, dann gibt dessen Koch- 
wasser bereits mit Triketohydrindenhydrat eine Farbreaktion. 

Bemerkt sei noch, da8 Mineralsiuren und die saure Reak- 
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tion tiberhaupt die Farbbildung hemmen, bis vernichten. Ferner 
sind auch Alkalien schadlich. 

Einige Beispiele mégen zeigen, wie die erwahnten Ver- 
suche im einzelnen durchgefiihrt worden sind. 

Das Eiweil} eines Hthnereies wird in einen Dialysier- 
schlauch gebracht und 22 Stunden bei Zimmertemperatur gegen 
300 ccm destilliertes Wasser dialysiert. Das Dialysat wird 
auf 15 ccm eingedampft. Es gibt keine Biuretreaktion, wohl 
aber positive Ninhydrinreaktion. 

Ein ganzes Hiihnerei wird gegen 300 ccm Wasser dialysiert. 
Dauer des Versuches 24 Stunden. Es wird das Dialysat auf 15 cem 
eingeengt. Keine Biuretreaktion, positive Ninhydrinreaktion. 

900 ccm ganz frische Milch werden 20 St. gegen 1500 ccm 
destillierten Wasser dialysiert. Das Dialysat wird auf 20 ccm ein- 
geengt. Biuretreaktion negativ, Ninhydrindreaktion stark positiv. 

70 ccm Speichel 22 Stunden gegen 300 ccm destilliertes 
Wasser dialysiert. Das auf 10 ccm eingeengte Dialysat ergibt 
keine Biuretprobe, wohl aber eine starke Ninhydrinreaktion. 

Diese Versuche wurden mehrfach, immer mit dem gleichen 
Resultate durchgefiihrt. Schwierigkeiten ergaben sich nur bei der 
Galle und beim Harn. Bei der Galle stérte die Farbe des Dialysates. 
Man konnte nicht erkennen, ob eine Blaufarbung eingetreten war. 
Beim Harn machte sich die Reaktion und vor allem der Ammoniak- 
gehalt st6rend geltend. Man muf vor Anstellung der Probe un- 
bedingt das Ammoniak entfernen. Zu sehr interessanten Resul- 
taten gelangt man, wenn man das Dialysat und den nicht dia- 
lysierten Anteil fiir sich untersucht. Wahrend oft nur das Dialysat 
reagiert, erhalt man ab und zu auch Fille, bei denen das Dialysat 
keine Reaktion zeigt, dagegen der nicht dialysierte Teil sich stark 
firbt. Es handelt sich dann offenbar um schwer dialysable Ver- 
bindungen. Genauere Untersuchungen stehen noch aus. 

Wir haben weiterhin festgestellt, bis zu welcher 
Verdiinnung man einzelne Aminosduren mittels der Tri- 
ketohydrindenhydratreaktion nocherkennen kann. Wir 
wandten dabei immer 10 ccm der Aminosdureldsung an und gaben 
dazu 0,2 ccm der 1°/oigen wiisserigen Ninhydrinlisung und koch- 
ten genau gleich stark bei allen Proben und immer eine Minute. 
10 
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Die folgende Tabelle zeigt, bei welcher Verdiinnung noch 
eine Reaktion eintrat. Bei Anderung der Versuchsbedingungen 
kann die Reaktion noch empfindlicher gemacht werden. 


Glykokoll 1 : 65000 
d-Alanin 1 : 26000 
d-Valin 1 : 15000 
|-Leucin 1 : 25000 
d-Glutaminsaure 1 : 22000 
Asparagin 1 : 19000 
dl-Phenylalanin L : 26000 
l-Histidin 1 : 79000 
a-Aminobutterséure 1 : 16000. 


Wir haben die erwahnte Reaktion noch zu anderen 
Versuchen angewandt. In neuerer Zeit werden sehr oft 
EiweiBarten zu intravenésen oder subcutanen oder 
intraperitonealen Injektionen beniitzt. Es ist nun sehr 
wichtig, dafh bei derartigen Versuchen immer mit 
genau dem gleichen Material gearbeitet wird. Es 
kénnen zu leicht Abbaustufen aller Art dem Eiweif 
beigemischt sein und eventuell die Erscheinungen, 
die der Injektion folgen, bewirken. Es kénnen vor allen 
Dingen auch Differenzen in einzelnen Beobachtungen durch 
das ungleiche, ja vorléufig nur sehr unexakt definierbare Ma- 
terial bedingt sein. Wir haben zu diesem Zwecke Eiweifstoffe 
der Dialyse unterworfen und die Aufenfliissigkeit mit Nin- 
hydrin gepriift. Erst dann, wenn das Dialysat nicht mehr 
reagierte, verwendeten wir die Proteine. In der Tat verloren 
Proteine, die im rohen Zustand Erscheinungen aller Art be- 


wirkt hatten, ihre Giftigkeit ganz, wenn wir sie der Dialyse’ 


unterwarfen. Es gilt dies besonders von Eiweiflésungen, die 
aufbewahrt worden waren, um bei einer Reinjektion ein gleiches 
Material zur Hand zu haben. Man wird in Zukunft fordern 
miissen, daB zu Anaphylaxiestudien nur durch Dialyse 
gereinigte Proteine Verwendung finden ditirfen. Be- 
sonders interessant erscheint uns die Beobachtung, dafi aus 
Hiimoglobin dargestelltes Globin, das sehr giftig erschien, seine 
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Wirksamkeit einbiiite, als es durch Dialyse gereinigt wurde. 
Wir werden spater auf diese Beobachtungen eingehend zuriick- 
kommen. 

Kine weitere Anwendungsweise ergibt die folgende Beob- 
achtung. Kiliani!) hat aus Antiarissaft einen sehr schén 
krystallisierenden EiweiBkorper isoliert. Dieser gibt 
interessanterweise mit Triketohydrindenhydrat keine 
Reaktion. Man kann nun in sehr schéner Weise die Auf- 
spaltung dieses Proteins durch Alkalien und Séuren mittels 
des Ninhydrins verfolgen. Das erste Auftreten der Reaktion 
zeigt den Eintritt der Spaltung an. Vielleicht la8t sich der 
Kilianische Eiweifikorper als ein feines Reagens auf pro- 
teolytische Fermente verwenden. Allerdings mu dann die 
Fermentlosung so verdiinnt verwendet werden, daf sie selbst 
nicht mehr mit Triketohydrindenhydrat reagiert. Vermerkt 
sei noch, daf auch manche Abbaustufen der Proteine mit 
Triketohydrindenhydrat nicht reagieren. Wir werden auch die 
Plasteinbildung von diesen Gesichtspunkten aus studieren. Es 
ist wohl moéglich, daf gar keine Synthese, sondern irgend eine 
Anhydridbildung — kurz eine Festlegung von Amino- oder 
Carboxylgruppen vorliegt, so dafi dann vielleicht die Reaktion 
ausbleibt. 

Diese Bemerkungen mOégen gentigen, um zu zeigen, 
da8 das Triketohydrindenhydrat ganz ausgezeichnet 
dazu geeignet ist, um tiberall Verbindungen nachzu- 
spliren, die dem Typus der Aminosduren nahe stehen. 
Durch das Dialysierverfahren kann man die kolloiden 
Stoffe ausscheiden und ferner mittels der Biuret- 
reaktion auch die Peptone feststellen, oder aber bei 
negativem Ausfall der Probe beweisen, da ein- 
fachere Verbindungen als Peptone vorliegen missen. 





') H. Kiliani, Uber a- und £-Antiarin und iiber krystallisiertes Ei- 
weifs aus Antiarissafi. Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. 46, S. 667 
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Untersuchungen an Buchweizensamenschalen. 
Von 


Kurt Fessler, Heiligenstadt. 
(Aus dem physiologischen Institut der Kgl. Tierarztl. Hochschule zu Hannover. 
Direktor: Geh. Reg.-Rat Prof. Dr. Tereg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1913.) 





Im Nordwesten Deutschlands wird Buchweizen auf kargem 
Boden hiiufig als gentigsame Kulturpflanze angebaut. Seine 
braunen Fri:chte werden in besonderen Buchweizenmiihlen von 
den harten Schalen befreit und zu Mehl verarbeitet. Kleie, Korner 
und griiner Buchweizen dienen als Viehfutter, auch die Schalen 
werden, obwohl sie keinen Futterwert besitzen, unter das 
Futter gemengt. Schon seit Jahren beobachtete man an Haus- 
tieren, denen diese Nahrung geboten wurde, eigenartige Krank- 
heitserscheinungen, die besonders an Tieren mit nichtpigmen- 
tierter Haut auftraten, wenn sie dem Sonnenlicht ausgesetzt 
waren. Im Jahre 1909 wurde von Joh. Fischer(') als photo- 
dynamische Ursache hierfiir ein griiner Farbstoff gefunden, der 
namentlich in den braunen Samenschalen reichlich vorhanden 
ist und nicht mit Chlorophyll identisch sein sollte. Diese Fest- 
stellung gab die Veranlassung zu weiteren Untersuchungen an 
Buchweizensamenschalen, iiber die ich hier Bericht erstatten 
mochte. 

Die Buchweizensamen sind Schlieffritichte, deren Schale 
aus drei harten in scharfen Kanten aneinander stoSenden 
Teilen besteht. Die mikroskopische Betrachtung eines solchen 
Teiles zeigt einen Aufbau aus drei Zellschichten, eine vierte 
Zellschicht, die innere Epidermis, ist nur in Resten vorhanden 
bei den aus den Miihlen stammenden Schalen. Die dufere 
Epidermis besteht aus tafelformigen Zellen, die hin und wieder 
braun gefirbt sind. Darunter befindet sich eine mehrschichtige 
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prosenchymatische stark verholzte Sklerenchymschicht, die der 
Schale ihre Festigkeit verleiht. Die dritte Schicht ist eine lockere 
mehrreihige von diinnwandigen unregelmafbigen Parenchymzellen, 
die tief braun gefirbt sind von eingelagertem Phlobaphen. Wird 
dieser dunkelbraune Farbstoff teilweise entfernt, so werden im 
mikroskopischen Bild zahlreiche Chloroplasten sichtbar, die 
meist zu mehreren zusammengeballt sind. Ihr intaktes Vor- 
handensein erklart sich leicht, wenn man bedenkt, dab der 
Buchweizen ziemlich friih, also vor voélligem Ausreifen abge- 
erntet wird und dann eine Desorganisation der Chromatophoren 
nicht mehr stattfinden kann. 

Die Herstellung der griinen Farbstoffextrakte, die den 
weiteren Untersuchungen dienten, geschah in vor direktem 
Licht geschiitzten Geffen bei Zimmertemperatur. Quantitiiten 
von 200 g bis 3 kg wurden mit dem Lésungsmittel, Ather,: 
96°/oigem Alkohol, Aceton, Chloroform, Benzin oder Schwefel- 
kohlenstoff behandelt und die erhaltene L6sung nochmals zum 
Extrahieren einer neuen Menge Schalen benutzt. Die so er- 
haltenen atherischen und Chloroformlésungen zeigen griine 
Farbe und rote Fluorescenz, die alkoholischen und Aceton- 
extrakte sind dunkelgriin und besitzen braunrote Fluorescenz. 
Benzin nimmt nur schwache Farbung an und die Farbe des 
Schwefelkohlenstoffauszugs ist oliv nach hellbraun hin, Fluores- 
cenz fehlt. 

‘Nach langerem Stehen verdndert sich die griine Farbe 
der Extrakte in gelbgriin bezw. braungriin. Ebenso schligt 
beim Einengen die Farbe in einen braunlichen Ton um unter 
Schwinden der Fluorescenz. Beim Eindampfen zur Trockene 
oder Verdunsten hinterbleibt vom alkoholischen Auszug eine 
braune lackartige Masse, die sich fettig anfiihlt und die Finger 
griin firbt. Beim Wiederauflésen des Riickstandes mit Alkohol 
resultiert eine briunlichgriine Lésung, mit Ather erhalt man 
eine griine L6sung und einen braunen Riickstand, der in Aceton 
mit brauner Farbe in Lésung geht. 

In allen Lésungen, besonders in eingeengten, bildet sich 
nach langerem Stehen ein geringer graugriiner Bodensatz. Durch 
Zentrifugieren oder sorgfaltiges Filtrieren ist er zu isolieren; 
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mit Ather gewaschen wird er rein weif und gibt mit Chloro- 
form und Schwefelsdure die blutrote Phytosterinreaktion. 

Die spektroskopische Untersuchung der rohen Extrakte 
ergibt das Chlorophyllspektrum, wobei jedoch Band IV stets 
sehr kraftig hervortritt. Die beobachteten Wellenlingen einer 
iitherischen Loésung in 5 mm Schichtendicke (Zeifisches Ver- 
gleichsspektroskop nach Quincke) in Aw seien hier angegeben: 

Band I 670—630 
Il 620--600 
Il 585—560 
IV 545—525 
V 460—450 
VI 440—426. Endabsorption 415. 
Die Dunkelheit der Bander ist I > II > IV > IIL. 

Fiir die Wellenlingen einer alkoholischen Lésung in 
40 mm Schichtendicke ergeben sich die Werte: 

Band [| 680—635 

II 620—600 
Hl 580—570 
IV 542—530 


V 485—460) . . ' 
VI 440—430 f in verdiinnter Lésung sichtbar werdend. 


Endabsorption 505 bezw. 425. Die Intensitét der Bander ist nach ihrer 
Dunkelheit I > II > IV > If im weniger gebrochenen Spektralteil. 

Der sehr schwach gefiarbte Benzinauszug zeigt aufer 
diesen sechs durch die Dispersion des Losungsmittels nach 
Ultrarot verschobenen Bandern noch ein Band VII A 440—430 uu. 

In krystallisiertem Zustande konnte aus den Extrakten 
Chlorophyll nicht abgeschieden werden. 

Die Untersuchung auf die beiden griinen Komponenten 
des Chlorophylls geschah nach der Methode von March- 
lewski.(?) Nach Durchschiitteln eines alkoholischen Chloro- 
phyllextraktes mit gleicher Menge Schwefelkohlenstoff zeigte 
bereits die erste Schwefelkohlenstofffraktion den Absorptions- 
streifen des Allochlorophylls neben dem ersten Chlorophyllband. 
In verdiinnter Lésung erschien bei 10 mm Schichtendicke deut- 
lich eine dunklere Absorption von \ 685—655 uu und daneben 
eine hellere bis \} 640 uy. In starkerer Konzentration trat 
eine starke Verdunkelung des nach Infrarot liegenden Teiles 
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685—660 des ersten Bandes ein, wihrend von 660—640 die 
Starke des Bandes nicht zunahm. Marchlewski erklarte 
das Sichtbarwerden des Allochlorophyllstreifens in Schwefel- 
kohlenstoff in der Weise, daf dieser fast die gleiche Lage wie 
in alkoholischer Lésung behialt, daB dagegen das erste Chloro- 
phyllband des CS,-Extraktes mehr nach Infrarot verschoben wird 
als in alkoholischer L6sung und so der Eindruck zweier neben- 
einanderliegender Bander entsteht. 

Eine Isolierung von reinem Chlorophyll unter Beseitigung 
des Allochlorophylls nach der Methode vou C. A. Schunck 
und Marchlewski(?) gelang nicht, weil das Chlorophyll bei 
jedem angestellten Versuch ein Umwandlung erlitt. 

Alkalisches Chlorophyll wurde durch Verseifen mit alkoho- 
lischer Natronlauge aus dem rohen alkoholischen Extrakt er- 
halten. Das Filtrat des zur Trockene gedampften und ausge- 
iitherten in Wasser gelésten Gemenges lieferte nach Zusammen- 
giefen mit der i0fachen Menge gesiattigter Kochsalzlésung 
einen flockigen Niederschlag. Dieser wurde ausgewaschen, mit 
Alkohol aufgenommen, dann in wisserige Lésung iibergefiihrt 
und nach Vermischen mit Essigsiiure mit Ather extrahiert. Die 
erhaltene dtherische nicht fluorescierende Lésung zeigte fol- 


gendes Spektrum: 
Band [| 680—630 
Il 605—595 
Ill Schatten bei 580 
IV 550—538 
V 505—490 
Endabsorption 440. Intensitét: I > IV > IL = V > IIL. 

Bei Einwirkung von Salzséure auf die Rohchlorophyll- 
lo6sungen reagierte weder alkoholischer noch itherischer Ex- 
trakt in der Weise, daf die iitherische Schicht gelb und die 
saure blaugriin wurden, sondern bei Atherextrakt farbte sich 
die saure Zone schwachgriin und der Ather braungriin. Auf 
Zufiigen von Salzsiure im UberschuB entstand ein Niederschlag, 
der sich in Ather wieder léste. 

Fiigte man nach der Frémyschen Weise zu alkoholischem 
Extrakt Ather und Salzsaure, so resultierte eine gelbgriine 
obere und eine hellbraune untere Schicht, letztere ging spiiter 
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in Rot tiber, was auf Anwesenheit mitausgezogener zucker- 
artiger Stoffe zurtickzufiihren war. 

Die Einwirkung von Salzséure oder von Oxalsiure fiihrte 
sofort einen Farbumschlagin gelbgriin bezw.braununter Schwinden 
der Fluorescenz herbei. Ein Niederschlag entstand in der salz- 
sauren Losung erst auf Zugabe von Wasser und in der Oxal- 
siure enthaltenden erst nach Zur-Trockene-dampfen in der 
Lésung des Riickstandes. Die in Chloroform geldsten Nieder- 
schlige besafen ein Spektrum von 5 Bandern entsprechend 
dem Chlorophyllan- bezw. Phaeophytin-Spektrum. 

Von gelben Farbstoffen konnte in den Rohlésungen nur 
ein Xanthophyll nachgewiesen werden, das in Benzin schwer, 
in Alkohol leicht léslich ist. Die Isolierung des gelben Farb- 
stoffes geschah nach den Verseifungsmethoden von Hansen(*) 
und Kohl.(*) Nach mehrstiindigem Kochen des alkoholischen 
Rohextraktes mit alkoholischer Natron- bezw. Kalilauge und 
nach teilweisem Einengen wurde das tiberschiissige Alkali in 
Carbonat tibergefiihrt und das zur Trockene gedampfte Gemenge 
mit Ather griindlich extrahiert. Die gelbe Atherlésung hinter- 
lie} beim Eindampfen, wobei sich ein starker Geruch bemerkbar 
machte, orangegelbe, dlige Tropfen, die mit Ather und Benzin 
aufgenommen beim Verdunsten farblose, strahlenartig zusammen- 
gestellte Nadeln lieferten. In Alkohol umkrystallisiert, nahmen 
die Nadeln die Gestalt diinner Blattchen an. Auf Zufiigen von 
Chloroform und Schwefelsiure gaben die Krystalle die rote 
Phytosterinreaktion. 

Engt man die gelben dtherischen Losungen im Kohlen- 
siiurestrom stark ein, fiigt gleiches Volumen absoluten Alkohols 
zu und la®t, nachdem nochmals ein Teil des Athers auf dem 
Wasserbad verdampft ist, die L6sung im Dunkeln stehen, so 
krystallisieren wihrend des Verdunstens kleine, goldgelbe, 
trapezformige Tafeln einzeln und in Drusen aus, die unter dem 
Mikroskop schwach gelb gefarbt erscheinen. Sie lésten sich 
nicht in Benzin, wohl aber in Alkohol und in Chloroform. Letztere 
Lisung nahm bei Zugabe eines Tropfens Schwefelsiure blaue 
Farbe an, Schwefelsaure allein léste die Krystalle mit dunkel- 


brauner Farbe. 
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Die spektroskopischen Eigenschaften des gelben Farbstoffs 
charakterisieren sich durch zwei Bander hinter der F-Linie und 
Endabsorption. 


Ihre Lage ist in Endabs. : 
aitherischer Lésung. .. ..A490—470 uu A 402—438 uu A 430 uu 
alkoholischer Lésung. ... . » 490—470 » » 409—440 >» » 420 » 


Schwefelkohlenstofflésung (rot) » 512—490 » » 480—465 » » 410 » 


Dieses Xanthophyll wird von Tierkohle ebenso resorbiert 
wie Chlorophyll, jedoch beim Auskochen der Tierkohle mit 
alkoholischer Natronlauge an diese abgegeben. 

Mit Salzsaure geht der in Alkohol geléste Farbstoff keine 
Farbreaktion ein. 

Die gelbe Farbe des Stoffes ist nicht lichtbestandig. 

Der Farbstoff zeigt ein inniges Verhalten zu Phytosterin. 
Auch die Form der farblosen wie der gelben Krystalle ist die 
fiir die Phytosterinkrystalle bekannte Gestalt. Die 6lige Kon- 
sistenz des gelben Hiickstandes lift vermuten, daf der gelbe 
Farbstoff nicht eigene Krystalle liefert, sondern, wie es Reinke 
friiher bei Carotin annahm, mechanisch dem Phytosterin bei- 
gemengt ist. Der blaue Ausfall der Reaktion mit Chloroform 
und Schwefelsaéure diirfte nur solange eintreten, als der gelbe 
Farbstoff anwesend ist; wird er wie unter dem EinflufB des 
Lichtes zersetzt, so tritt die rote Phytosterinreaktion ein. 

Auch der braune, die Farbe der Schalen bedingende Farb- 
stoff wurde untersucht. Er ist ein den Schalen fest anhaftender 
Stoff, der in den Parenchymzellen, hin und wieder auch in 
den Epidermis- und in Sklerenchymzellen seinen Sitz hat. Teil- 
weise extrahieren lift er sich mit heiBem und kaltem Wasser, 
mit Aceton und mit Alkohol. 

Die Lésungen reduzieren Fehlingsche Lésung und auf 
Zusatz von Ammoniak Silbersalzlésung. Bromwasser fallt aus 
wisseriger LGsung voluminésen Niederschlag. Mit Ferrichlorid 
wird ein dunkelgriiner, zuerst schwebender Niederschlag er- 
halten, der sich beim Kochen in feinen schwarzen Teilchen 
abscheidet. Mit Natronlauge erhitzt, schliégt die hellbraune 
Farbe der Lésung in dunkelrotbraun um. 

Diese Eigenschaften charakterisieren das Pigment als ein 
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Phlobaphen. Die Versuche, reine Gerbstoffe zu erhalten aus 
alkoholischer Lésung mittels Destiilation und nachfolgender 
Extraktion mit Essigaéther, schlugen fehl. Ebensowenig gelang 
dies aus wiisserigen Lésungen, die mit Bleiacetat gefallt und 
deren Niederschlag mit Schwefelsiure oder Schwefelwasserstoff 
zersetzt und mit Essigiither extrahiert wurde. 

Ein festes, dunkelbraunes Produkt erhélt man aus wisse- 
rigen Extrakten, wenn man mehrmals mit Alkohol fallt. Es 
hinterbleibt ein goldgelbes Filtrat, das zu einer fettigen Masse 
von zusammenziehendem Geschmack und an Honig erinnerndem 
Geruch eindunstet. Der dunkelbraune Niederschlag ist von ziaher, 
klebriger Art und trocken ein klumpenbildendes Pulver, léslich 
in Wasser, unldslich in Alkalien, Ather und Alkohol. 

Salzsiure wird beim Erhitzen mit dem Pulver gerdtet, 
ohne es zu lésen, in gleicher Weise wird Salpeterséure gelb, 
dagegen lést Schwefelséure zu brauner Flissigkeit. 

Die wiisserige Loésung des Niederschlags reduziert Feh- 
lingsche Lésung und gibt mit Eisenchlorid griine Fallung. 

Die bei der trockenen Destillation des braunen Pulvers 
entstehenden Dimpfe réten einen mit Salzséure befeuchteten 
Fichtenspan. Die Kalischmelze lieferte Spuren von Phloroglucin, 
die durch eine geringe Rotfairbung auf Zusatz von Vanillin 
und Salzsiure zur atherischen Lésung sich bemerkbar machten. 
Auf Grund dieser Eigenschaften diirfte das Phlobaphen in die 
Pyrocatecholgerbstoffgruppe einzureihen sein. 

Von weiterreichendem Interesse diirfte die durch diese 
und die Untersuchungen Fischers erbrachte Feststellung sein, 
dafi die Buchweizenkrankheit unserer Haustiere auf die photo- 
dynamische Wirkung des Buchweizenchlorophylls zurtickzu- 


fiihren ist. 
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Uber den Ejinflu8 der Diat auf die Ptyalinaktivitat. 
Von 
H. van Trigt. 





(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. April 1913.) 





In einer friher von Ringer und mir publizierten Ar- 
beit!) sind bereits die Resultate einer Untersuchung tiber den 
DiéteinfluB auf die Ptyalinaktivitaét in aller Kirze mitgeteilt, 
Sie sind deshalb damals nicht in extenso ver6ffentlicht, weil 
zwar im allgemeinen dieser Einfluf sich zeigte, bisweilen aber 
ohne nachweisbare Ursache ganz aus der Reihe fallende Werte 
erhalten wurden. Dabei war die tagliche Aktivitaét eine recht 
wechselnde. Es war also jedenfalls erwiinscht, den Diateinflub 
bei mehreren Personen zu untersuchen, wozu mir aber die 
Gelegenheit fehlte. Die Publikation von C. L. Evans?) ver- 
anlabt mich aber jetzt, meine Resultate tabellarisch zu geben, 
da auch Evans einen Einflu§S der Nahrung zu etwa 2 bis 
3 Stunden nach der Mahlzeit findet. 

Ich sammelte meine Speichelproben */s Stunde und 
+ Stunden nach der Hauptmahlzeit und zwar abends 8!/2 und 
11'/2 Uhr. Vorher hatte ich nimlich, den Gang der Aktivitat 
wihrend eines Tages untersuchend, folgendes gefunden: 


') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 484. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 48, S. 432. 
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Tabelle I. 


Substrat: 100 ccm '/2 °;oige Amylumlésung ; Enzym: 2 cem filtrierter, 
gemischter Speichel; Digestionsdauer: 20 Minuten; Temperatur: 37°. Die 
Wirkung des Speichels in der Digestionsflissigkeit bestimmt nach Fehling, 
in Milligramm Maltose berechnet. 
ln __________________+} 

Fehling 
mg pro 100 ccm 








9 Uhr morgens ....... 263.8 
91/4 » » Mahizeit 
10'/2 » . § 2 & aces 275,2 
a > Witlage 1. wee | 270,5 
1/4 » > Mahlzeit | 
21/2 » > «© © eeckeee 297 ,2 
Sie > anendse . 1 it ee wt 285,0 
7'f2 > > Mahizeit 
9 » ae eee eee 312.9 
12 » _ ~~ eye a 259,5 





Jede Mahlzeit gab also eine Aktivitiitszunahme, welche 
nachher wieder mehr oder weniger zuriickging; die gréfte Wir- 
kung zeigte sich um 9 Uhr abends, 3 Stunden spiiter war sie wie 
am Morgen. Ein Diateinfluf wiirde somit in die 8!/2 Uhr-Proben 
am ersten festzustellen sein; die von 111/2 Uhr k6énnten viel- 
leicht eine Verinderung des Aktivitaétsniveaus im Laufe der 
ganzen Untersuchung angeben. 

Als Substrat diente eine 1°/oige Amylumlésung, immer in 
ganz derselben Weise aus getrocknetem Amylum dargestellt : 
100 cem dieser LOsung wurden, jedesmal vorgewarmt, in dem 
Thermostaten auf 37° gehalten. Nach einer halben Stunde kam 
dann 1 cem filtrierter, gemischter Speichel unter starkem Schiitteln 
hinzu. Die Digestion wurde nach 20 Minuten durch Erhitzen bis 
zum Kochen beendet. Die Speichelwirkung wurde wieder durch 
Titration nach F ehling (in Milligramm Maltose berechnet), weiter 
durch Polarimetrie und Jodreaktion bestimmt; auch Trocken- 
ruckstand, Asche und Chlorgehalt des Speichels ist angegeben. 


Es folgt hier die Tabelle II: 
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Wie schon gesagt, ist die tagliche Aktivitaét leider sehr 
inkonstant. Bei den 111!/2 Uhr-Proben ist im allgemeinen kein 
direkter DidateinfluB zu sehen, wohl eine allmihliche Aktivitiats- 
abnahme wahrend des ganzen Versuches. (Man vergleiche die 
Aschezahlen). Die 81/2 Uhr-Proben lassen aber, abgesehen von 
einigen Unregelmabigkeiten, wohl einen solchen erkennen: 
nicht nur wenn man sie untereinander vergleicht (Spalt 3), 
sondern auch wenn man sie stellt neben die zugehodrigen 
1112 Uhr-Proben (Spalt 13). Es zeigt sich dann die Aktivitit 
bei der Kohlenhydratdiat am starksten, bei der Eiweifdiat 
am schwichsten. Es gibt gewifi sehr sonderbare Werte in 
dieser Beziehung, so z. B. der letzte Kiweibtag am 21. Juni: 
ich glaube aber doch die Versuche in der gegebenen Weise 
deuten zu k6nnen. 
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Uber die Autolyse der Thymus. 
Von 


Dr. M. Kashiwabara aus Takamatsu in Japan. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. April 1913.) 





In einer Reihe von Untersuchungen aus dem genannten 
Laboratorium sowie von anderer Seite ist festgestellt worden, 
daB bei der antiseptischen Autolyse der Leber Monoamino- 
siiuren, Albumosen in geringer Menge und Purinbasen auf- 
treten, die Summe dieser Korper aber natiirlich nicht aller 
nicht koagulierbaren Stickstoffsubstanz entspricht, vielmehr 
ein Teil derselben durch Diaminosiuren, Pepton und Ammoniak 
repriasentiert wird. Der Anteil dieser ist bisher nur auf rechne- 
rischem Wege festgestellt worden, indem die Summe des N 
der Monoaminosiuren, der Albumosen und der Purinbasen von 
dem N der unkoagulierbaren N-Substanz in Abzug gebracht ist. 
Diese Aufteilung des N gibt natiirlich nur eine allgemeine 
Vorstellung und beriicksichtigt namentlich die in der Leber 
priformiert enthaltenen wasserléslichen N-haltigen Extraktiv- 
stoffe nicht, welche der Hauptsache nach jedenfalls in der 
Monoaminosiurefraktion erscheinen diirften, kann aber immer- 
hin bei Versuchen iiber den Einflu8B von Siiuren und Alkalien auf 
die Autolyse, sowie tiber den Einflu® verschiedener Antiseptica 
an Stelle von Chloroform usw. als Mafstab benutzt werden. 

Vor einer Reihe von Jahren ist nun Kutscher!') bei 
der Autolyse der Thymus, indem er einen ganz anderen Weg 
zur Feststellung der Produkte, als er hier verfolgt wird, ein- 
schlug, zu einem durchaus abweichenden Resultat gekommen. 

Kutscher?) spricht sich hiertiber folgendermaBen aus: 

«Die Selbstverdauung der Thymus hatte demnach das 
uberraschende Resultat ergeben, daB von den hydrolytischen 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 34, S. 114. 
"1. ¢, 387. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXAXXV. 
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Spaltungsprodukten der Eiweifk6rper eigentlich nur zwei auf- 
treten, naimlich Ammoniak und Lysin. Ob sich auch Histidin 
und Leucin bilden, mu ich noch zweifelhaft lassen, dagegen 
glaube ich mit Bestimmtheit sagen zu kénnen, da6 Arginin, 
Asparaginsaure, Glutaminséure und Tyrosin vollstandig fehlen. » 

Kutscher erwégt dann eine Reihe von Moglichkeiten, 
die diesen auffallenden Befund erklaren kénnten — es kann 
in dieser Beziehung auf das Original verwiesen werden — 
und stellt eine Entscheidung tiber diese Méglichkeiten durch 
weitere Versuche in Aussicht. 

Es schien nun von Interesse, die hier tibliche Verarbeitung 
der Autolysefliissigkeit auf die Thymus anzuwenden, um zu 
sehen, ob sich hierbei wesentliche Unterschiede von der Auto- 
lyse der Leber im Sinne Kutschers ergeben. Auch die Ver- 
suche von Kutscher nach dem von ihm eingeschlagenen 
Verfahren hielten wir uns fiir berechtigt, zu wiederholen, da 
seit der Mitteilung desselben mehr als 11 Jahre vergangen 
sind, ohne daB Kutscher auf den Gegenstand zuriickgekommen 
ist. Auf Veranlassung von Prof. E. Salkowski und unter 
seiner Leitung habe ich die Bearbeitung dieses Themas unter- 
nommen; tiber die Resultate soll im folgenden berichtet werden. 


Autolyse mit Chloroformwasser. 


Es wurden zwei Mischungen angesetzt: A bestand aus 
100 g Thymus und 11 gesattigtem Chloroformwasser in einer 
11/2 1 fassenden weithalsigen GlasstOpselflasche. 

Zur Herstellung der Mischung B wurden 100 g Thymus 
mit Wasser zum Sieden erhitzt, erkalten gelassen, in eine 
ebensolche Glasstépselflasche gebracht, das Volumen mit destil- 
liertem Wasser gleichgemacht, dann mit 5 ccm Chloroform 
geschiittelt. Beide Mischungen kamen gleichzeitig in den Ther- 
mostaten. Die Digestion dauerte 70 Stunden bei 39—40°. 

Die Art der Verarbeitung war genau so, wie 6fters be- 
schrieben, nur wurde diesmal auch das Ammoniak nach Kriiger- 
Reich-Schittenhelm!) bestimmt. 


') Diese Zeitschrift Bd. 39, S, 73. 
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N,N Te 











Auf 1 kg Thymus mit scud Thymus . 
umgerechnet N in g | /odesN] N in g | %des N 
1. GesamtN..... , 6,72 | st *- | - 
2. Monoaminosdure-N . .. .] 2,24 | 33,33 056 | 20,0 
3. Albumosen-N....... 0,588 | 80 0,336 | 12,0 
4. Purinbasen-N ...... 1,68 25,0 0 | 0 
4. Diaminoséure- -! Pepton-N] 1,718 | 25,56 1,802 | 64,35 
2. ee 0,544 | 80 0,102 3.64 


Tabelle II. 
FT EETTTC CCF 









































Auf 1 kg Thymus mit ae. Thymus }mit esata 
umgerechnet N in g |°%o des N] N ing | %o des N 
1. Gesamt-N.. 1.0... 5,824 | — 2744 | — 
2. Monoaminasdure-N . . 1,904 | 32,68 0,784 | 28,57 
3. Albumosen-N ...... 0,470 | 807 | 0314 | 11,31 
4. Purinbasen-N ... . . . 1478 | 25,36 0 | Oo 
5. Diaminosaure- + Pepton-N] 1495 | 25,67 | 1544 | 56,26 
6. NHN. 1. 2. 2 oe © ws oe 0,476 | 8,58 0.102 | 3,71 
Tabelle III. 
Auf 1 kg Thymus a ad A eee SF ’ B pe 
mit frischer Thymus |mit gekochter Thymus 
umgerechnet N in g |°%o des N} N in g | % des N 
1.GesamtN........ eces | 2688 | — 
2. Monoaminosiure-N. . . .| 2,016 | 30,25 | 0,784 | 29,16 
4. Albumosen-N ...... 0,515 7,72 0,336 | 12,5 
4. Purinbasen-N 1,501 22,52 0 | 0 
). Diaminoséure- -- Pepton-N] 2,088 31,33 1,568 | 58,28 
ee 0,544 817 | 0,136 | 5,06 
Tabelle IV. — 1. Gesamt-N. ™ 
Nr. | ant Se A B on _ 
| mit frischer Thymus mit gekochter Thymus 
des Versuches | N ing N in g 
re | 6,72 | 2.8 
eure «5 | 5,824 | 2 744 
ae ae 6,664 2,688 


11* 
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Tabelle V. — 2. Monoaminosiure-N. 


























Nr ae B 
; / mit frischer Thymus mit gekochter Thymus 
des Versuches | N in g N in g 
i. * 6 ee 2,24 0,56 
Ms é:cedee | 1,904 0,784 
UIT | 2.016 0,784 
Tabelle VI. — 3. Albumosen-N. 
7 Nr. | ee | ,; B . 
| mit frischer Thymus | mit gekochter Thymus 
des Versuches | N in g | N in g 
eee | 0,538 | 0,336 
ee a ae | 0,470 0,314 
aes choca | 0,515 0,336 
Tabelle VII. — 4. Purinbasen-N. 
Nr. Pe " 
| mit frischer Thymus mit gekochter Thymus 
des Versuches | N in g | N ing 
een | 1,68 0 
Risa | 1,478 0 
i y- chm ote om 1,501 0 





Tabelle VIII. — 5. Diaminosiure- -}- Pepton-N. 
a 


ne. | mit iene: Thymus 


mil saa Thymus 





des Versuches | Ning N in g 
were | 1,718 1,802 
~ eas ees 1,495 1,544 
_ ae eee | 2,088 1,568 


Tabelle IX. 


— 6. NH,-N. 





Nr. mit sane Thymus mit re. Thymus 
des Versuches N ing N in g 
kicuwvean 0,544 | 0,102 
ary a | 0,476 | 0,102 
PRO te 0.544 | 0,136 
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Tabelle X. —— Mittelzahl von 3 Versuchen. 






































Auf 1 kg Thymus mit aie mit . A minus B 
umgerechnet Thymus Thymus 
N in g|°/o des NJ N in g [9/o des NjN in g °/o des N 

1. Gesamt-N. . ... 6,402 — 2,744 —- 3,658 ~- 
2. Monoaminosdure-N. | 2,054! 32,01 0,709 | 25,91 [1,345 | 36,77 
3. Albumosen-N . . .| 0,508! 7,59 | 0,328 | 11,93 ]0,1796! 4,91 
4. Purinbasen-N . . .] 1,534} 24,29 0 0 1,553 | 42,45 
5, Diaminosaure- -+- 

Pepton-N..... 1,767 | 27,52 | 1,638 | 59,63 10,129 3,52 
G. Wiiem. «i ewes 0,521 8,25 | 0,113 4,13 }0,408 | 11,15 











Zum Vergleich seien hier die Zahlen angefiihrt, die 
Yoshimoto!) im Mittel aus 5 Versuchen bei der Leberauto- 
lyse erhalten hat und mit den obigen zusammengestellt. Daber 
ist fur die Thymus der NH,-N zu dem Diaminosauren- usw. -N 
hinzuaddiert worden, da bei der Leber NH,-N nicht bestimmt ist. 





Tabelle XI. 
g °lo des N 
Leber | Thymus | Leber | Thymus 
a 6,756 6,402 -- — 
Monoaminosdure-N ..... 4,122 2,054 60,88 32,01 
Albumosen-N........ 0,914 0,508 13.48 7,59 
Purinbasen-N........ 0,489 1,554 7,23 24,29 
Diaminosiure- -+- Pepton-N . 1,24 2,288 18,41 35,77 














Wahrend die Quantitét des in Lésung gegangenen Ge- 
samt-N ziemlich gleich ist, sind die Unterschiede in der Ver- 
teilung des N, wie man sieht, sehr erheblich: 

1. die Monoaminoséuren betragen bei der Leber fast 
doppelt soviel, wie bei der Thymus, 

2. ebenso verhalten sich die Albumosen, 

3. dagegen betriigt der Purinbasen-N noch nicht ein Drittel 
von dem der Tymus, entsprechend dem bekannten grofen Gehalt 
der Thymus an Nucleoproteiden. 





") Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 347. 
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4. Ebenso ist der Gehalt der Diaminoséuren nur etwa 
halb so hoch, wie bei der Thymus. 

Ein Vergleich des NH,-N ist nicht mdéglich, da_hierfiir 
bei Yoshimoto keine Zahlen vorliegen und ebensowenig in 
anderen Versuchen von Leberautolyse. 

Es wurden daher zuniéchst noch einige Versuche hier- 
iiber angestellt, bei denen, da es sich nur um Gesamt-N und 
NH,-N handelte, die Anwendung von 30 g Leber geniigend 
erschien. 


Tabelle XII. 


Gesamt-N und NH,-N-Bestimmung in der Leber. 
meander ee en ee aaa acre 





























Nr. |. Chloro-| Gesamt-N auf 1000 g NH,-N auf 1000 g 
i. Kalbs- Stain, Leber umgerechnet Leber umgerechnet 
ver. | br | ans A B A B 
F “Ser mit frischer mit gekochter|mit frischer;mit gekochter 
suches} in g | com Leber | Leber Leber Leber 
| 30 300 7,910 | 3,485 0,821 0,181 
11 | 30 | 300 7,261 | 3,325 0,907 0,183 
I 30 300 6,272 | 3,176 0,725 0,181 
Tabelle XIII. — Mittelzahl von 3 Versuchen. 
co A B rs 
Auf 1 kg mit frischer Leber mit gekochter Leber 
umgerechnet Ning | % des N Ning | % des N 
Gesamt-N ...] 7,148 | — 3,329 a 
WH,-N..... 0,8379 | 11,72 0.182 | 5,53 








Nach diesen kurzdauernden Digestionsversuchen ergibt 
sich fiir das Ammoniak weder absolut, noch relativ zu .dem 
in Losung gegangenen Gesamt-N fiir die Thymus mehr NH,-N 
als fiir die Leber. Es fragte sich, ob solche Unterschiede viel- 
leicht hervortreten, wenn man die Autolyse sehr lange fortsetzt. 


Allgemeine Versuchsordnung. 


A. 100g fein gehackte Kalbsthymus mit gesattigtem Chloro- 
formwasser. 

B. 100 g fein gehackte Kalbsleber mit gesiittigtem Chloro- 
formwasser. 





piaenchil ok apap: ance ca Sear earaiaey Bae ey 
SE AS ee 
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Digestionszeit im Thermostaten 21 Tage. Das weitere 
Verfahren ist genau so wie im vorigen Versuch. 


Tabelle XIV. 
SSS eee 














Auf 1 kg Organ mit ll mit Leber 
umgerechnet N in g |°o des N} N in g |%o des N 
1.Gesamt-N ........ 8,232 ae 7.392 | — 
2. Monoaminosiure-N . ...] 3,36 40,81 4,48 | 60,61 
3. Albumosen-N. ..... . 0,090 | 108 | 0,157 | 2.12 
4. Purinbasen-N. . . -| 1,893 | 22,99 0,325 | 4,53 
5. Diaminosiiure- -|- Pepton-N| 2,084 | 25,37 | 1,642 | 22,27 
6WHN........-. 0816 | 991 | 0,789 | 1067 


Tabelle XV. 
a ES Se a ae. 

















Auf 1 kg Organ mit : mit i 
umgerechnet N in g |°%/o des NJ] N in g |%o des N 
1.Gesamt-N........ 8,568 de 8512 | — 
2. Monoaminosiure-N .... 3,472 40,52 4,604. 54,09 
3. Albumosen-N....... 0,179 2,09 0,112 1,32 
4. Purinbasen-N. ...... 1,870 21,87 0,302 3,55 
5, Diaminosiure- -|- Pepton-N 2,149 25,08 2,596 | 30,49 
ee a 0,898 | 10,48 0,898 | 10,54 


Aus den Tabellen ist ersichtlich, dafi alle Zahlen in den 
Tabellen XIV und XV gréfer sind als in der Tabelle X mit 
Ausnahme der Zahl fiir die Albumosen. Das ist selbsverstiind- 
lich, da die Spaltung des Eiweifmolekiils mit der Dauer zu- 
nimmt, dagegen zeigte sich auch bei der langdauernden Autolyse 
durchaus kein Unterschied zwischen Thymus und Leber hin- 
sichtlich des Ammoniakgehaltes der Autolysenfliissigkeit. 

Zum Vergleich der Natur der Enzyme wurde der Einfluh 
von Sauren und Alkalien, sowie deranderer Antiseptikauntersucht. 


Versuche iiber den Einflu8 von Siduare. 


Die allgemeine Versuchsordnung ist wie bei den Leber- 
Versuchen. ') 


4) Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 51 (1912). 
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Tabelle XVI. 














—— r | —= 
Nr. ae | N auf | NH, auf) nH -N 
des | SPS" | Mit gesiittigtem Chloro- | 1000 g | 1000 g | |, 4), 

_ |Thymus, Thymus | Thymus 
Ver- | formwasser um- um- es 
suches| jn g | gerechnet gerechnet |Gesamt-N 
| 








291 cem gesattigtes Chloro- mee | 
formwasser + 9ccm Wasser 8,064 ais ast 


| 
a,  |\291 ccm gesattigtes Chloro- , - P 
it |; 30 | formw. +- 9ccm 4/2-H,SO, 19,712 0,725 3,69 


‘ 291 ccm gesittigtes Chloro- . - 
a | ” | formw. + 9 ccm 4/-H,SO, 18,666 0,725 3,88 


Aus den Versuchen mit Schwefelsiure geht hervor, dab 
Anwendung von Séure die Autolyse ebenso befoérdert, wie 
es bei der Autolyse der Leber der Fall ist; die Quantitaét des E 
Ammoniaks steigt dementsprechend an, aber nicht proportional 
dem hohen N-Gehalt. 

















Versuch tiber den Einflu8 von Alkali. 


Die allgemeine Versuchsordnung ist wie beim Leber- 




















Versuch. ') 
Tabelle XVII. 

Nr. | | N auf | NH,-N | NH,-N 
des | Kalbs- | wit gesittigtem Chloroform- | 1000 g i in °/o 
} g 
Thvmus' Thymus | des : 
io ee , Thymus 
| | wasser umge- | umge- |Gesamt- 
suches! in g | ‘rechnet|rechnet) N i 
| : 
285 ccm gesattigtes Chloroform- : 
| 30 wasser ++ 15 ccm H,O 12,69 | 1,09 8,59 E 
| 285 ccm gesiattigtes Chloroform- . 
Il 30 | wasser + 9ccm H,O + 6ccm}| 8,43 | 0,906 | 10,74 
| 10°oige Na,CO,-Lésung E 
IJ 30 dieselbe Mischung 8,11 | 0,816 | 10,06 4 
| 285 ccm gesittigtes Chloroform- t 
IV 30 wasser + 15 ccm 7,188 | 0,544 | 7,56 . 
10°/oige Na,CO,-Lésung . 

V 30 dieselbe Mischung 6,57 | 0,453 | 6,89 











') Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 46 (1912). 
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Aus den Tabellen ergibt sich, daf Alkalien die Autolyse 
storen. 


Die Autolyse mit !/s2°%/oiger Formaldehydlésung 
als Antiseptikum. 


Die allgemeine Versuchsordnung ist wie beim Leber- 


Versuch. (°) 
Es werden 2 Mischungen A und B angesetzt; beide 


enthalten 100g fein gehackte Kalbsthymus mit !/s2°/oiger 


Formaldehydlosung. 
Digestionszeit im Thermostaten 70 Stunden. 


Tabelle XVIII. 

















Auf 1 kg Thymus A B 
umgerechnet Ning | °/o des N]| N ing | °/ des N 
1. Gomgmme oc eet ee 6,776 ~- 7,0 — 
2. Monoaminosdure-N ... . 2,468 36,38 2,464 35,2 
3. Albumosen-N....... 2.688 39,67 2,688 38.4 
4, Purinbasen-N....... i) 0 0 0 
5. Diaminosadure- -+- Pepton-N 1,216 17,94 1,386 19,79 
/, Bea ele be ee Oe 0,408 6,02 0,462 6,60 








Bakteriologische Untersuchung negativ. 

Hochst auffallend ist, daf bei der Autolyse mit Formal- 
dehyd sich im Autolysat keine Purinbasen finden, die Nuclease 
also, wie es scheint, vollstaéndig in ihrer Wirkung aufgehoben 
ist. Das Zinksulfat hat augenscheinlich auch die Nucleoproteide 
gefallt, daher die auffallend hohe Zahl fiir «Albumosen». 


Die Autolyse mit tiberschiissigem Toluol') 
als Antiseptikum. 


Das Verfahren ist wie in vorigem Versuch. 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 121 (1909). 
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Autolyse mit Toluol im UberschuB. 


Tabelle XIX. 
EE" 











pgp N ing *h des N N in g |%o des N 
1. Gesamt-(N . 0... + we 7,904 a 7,448 | -— 
2. Monoaminosédure-N ... . 3,024 | 40,29 | 3,024 | 40,60 
3. Albumosen-N. ..... . 0,381 5,08 | 0,381 5,11 
4. Purinbasen-N. . 2... . | 1,758 | 20,36 | 1,725 | 23.15 
5. Diaminosiure- ++ Pepton-N | 1,593 21,22 | 1,604 | 21,54 
ct re ee 0.748 | «997 | O714 | 9,58 


Es wurde nun noch ein Versuch genau so angestellt, wie 
Kutscher ihn ausgefiihrt hat, nur muBbte aus Mangel an Zeit 
die Autolyse auf 14 Tage beschréinkt werden, statt 23 Tage 
bei Kutscher. 

500 g Thymus kleingehackt wurden mit Chloroformwasser 
aufgeschwemmt, 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen, dann durch ein Koliertuch gegossen und mit den Handen 
abgepreBbt. Die erhaltene triibe Fliissigkeit, deren Volumen 
nach Zusatz von Chloroformwasser 11 betrug, wurde 14 Tage 
im Thermostaten digeriert, dann genau so verarbeitet, wie 
Kutseher es getan hat, auf dessen Arbeit, um Wiederholungen 
zu vermeiden, hier verwiesen werden muB. 

Der Silberniederschlag ergab bei der Verarbeitung nur 
einen gelblichen Sirup, in dem sich vereinzelte krystallinische 
Ausscheidungen bemerkbar machten, deren Menge viel zu gering 
war, um sie weiter charakterisieren zu kénnen. Thymin, das 
Kutscher mit Wahrscheinlichkeit gefunden hat, konnte also 
nicht festgestellt werden. 

Aus dem Filtrat wurde schlieflich in der Phosphorwol- 
framsaurefallung eine kleine Quantitaét reiner, gut krystallisierter 
Verbindung erhalten, die augenscheinlich pikrinsaures Lysin 
darstellte. Zur weiteren Charakterisierung wurden die Krystalle 
unter Erwarmen in Wasser gelést, mit Salzsiiure angesiuert, 
die Pikrinsiure durch Ausschiitteln mit Ather entfernt, die 
wisserige LOsung wieder mit Phosphorwolframséure gefallt 
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und stehen gelassen, der Niederschlag erwies sich bei der 
mikroskopischen Untersuchung als durchweg krystallinisch. Es 
handelte sich also wohl ohne Zweifel um Lysin. 

Leucin konnte in dem Filtrat vor dem ersten Phosphor- 
wolframsaureniederschlag nach Entfernung der Phosphorwol- 
framsiiure durch Baryt usw. in Ubereinstimmung mit Kutscher 
nicht konstatiert werden. Es schien uns von Interesse, noch 
den beim Abkolieren der Thymus erhaltenen Riickstand zu 
untersuchen. 

Zu dem Zweck wurde er 5 Tage lang der Autolyse mit 
Chloroformwasser unterworfen, dann koliert. 

Das Filtrat wurde zur Entfernung von Eiweifi unter Zusatz 
von etwas Essigsiiure zum Sieden erhitzt, filtriert und auf 500 ccm 
eingedamptft. 

Der N-Gehalt desselben, in 20 ccm bestimmt, ergab sich 
im ganzen zu 1,375 g, der NH,-N-Gehalt, in 40 ccm bestimmt 
(nach Kriiger-Reich-Schittenhelm) zu 0,085 g, war also 
sehr gering. 

Die Hauptmenge des Filtrates wurde zum diinnen Sirup 
eingedampft und einige Tage an einem kiihlen Ort stehen ge- 
lassen. Es hatten sich Hiéiute ausgeschieden, die nach der 
mikroskopischen Untersuchung leicht als Leucin festgestellt 
werden konnten, und braunlich-weife Kérnchen. Die Masse 
wurde mit Wasser verdiinnt und filtriert (A), der Filtrierriick- 
stand abgespritzt und mehrmals durch Dekantieren gewaschen, 
dann im Kolben mit Wasser unter Zusatz von Ammoniak erhitzt, 
die heif filtrierte Losung auf dem Wasserbad bis zum Ver- 
schwinden des Ammoniaks eingedampft. Aus der erkalteten 
Liésung scheiden sich bald kreidige Massen aus, die durch die 
Millonsche Reaktion und sonstiges Verhalten leicht als Tyrosin 
identifiziert werden konnten. 

Aus der vom Tyrosin abfiltrierten Losung (A) schieden 
sich beim Eindampfen aufs neue Hiiute von Leucin aus, jedoch 
war die Quantitaét zur Reindarstellung zu gering. — Es wire 
wunschenswert gewesen, mehrere Punkte noch weiter zu ver- 
folgen, aus éuBeren Griinden war mir dies aber nicht miéglich. 
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Zusammenfassung. 


1. Entgegen den Angaben von Kutscher, nach welchen 
bei der Selbstverdauung von den hydrolytischen Spaltungspro- 
dukten des Eiweifes «eigentlich» nur zwei auftreten, namlich 
Ammoniak und Lysin, wurde festgestellt, daB die Autolyse der 
Thymus in ihrem Wesen nicht von der der Leber abweicht, 
namentlich die Thymus nicht mehr Ammoniak liefert, als die 
Leber, namlich rund 10°/o der gelésten Stickstoffsubstanz. 

2. Abgesehen von dem iibereinstimmenden Ammoniakgehalt 
der Autolysenfliissigkeit ist die Verteilung des Stickstoffs in 
quantitativer Beziehung abweichend: die Monaminoséuren und 
Albumosen betragen nur etwa halb so viel wie bei der Leber, 
dagegen die Gruppe Diaminoséuren -|- Pepton -- Ammoniak 
etwa das Doppelte, die Purinbasen das Dreifache. 

3. Von den Spaltungsprodukten des Eiweifes konnten 
Leucin und Tyrosin festgestellt werden, beide nur in geringen 
Mengen, Lysin mit grofer Wahrscheinlichkeit. 






































Beitrage zur chemischen Zusammensetzung der Korksubstanz. 


Von 


Dr. Géza Zempleén. 


(Aus dem chemischen Institut der Hochschule fiir Forstwesen in Selmeczbanya.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1913.) 


Wahrend die Untersuchungen der in der Korksubstanz 
auftretenden Fettsiiuren und anderen Produkte zu einem mehr, 
weniger befriedigenden Resultate fiihrten, sind die Angaben 
iiber das Vorkommen der Kohlenhydrate in der Korksubstanz 
sehr abweichend. Die alteren Arbeiten') erwihnen die Cellu- 
lose als wesentlichen Bestandteil der Korksubstanz; dagegen 
findet ein Teil der neueren Forscher bei der chemischen Unter- 
suchung der Korksubstanz keine Cellulose.) Andere nehmen 
wieder fiir die Gegenwart von Cellulose in der Korksubstanz 
Stellung.*) 

Ich stellte mir die Aufgabe vor, die Kohlenhydrate der 
Korksubstanz einer erneuten Untersuchung zu unterwerfen, und 
fand, daf bei der Analyse der reinsten Korksubstanz tatsiich- 
lich ein Produkt zu erhalten ist, das auBerlich und nach seinen 
Léslichkeitsverhiltnissen der Cellulose dhnlich ist. Es unter- 
scheidet sich aber scharf von der Cellulose dadurch, dafi es 


') Frémy und Urbain, Journal de Pharmacie et de chimie [5], 
Bd. 5, S. 113 (1883); Dipping, Annalen der Chemie u. Pharmazie, Bd. 45, 
S. 286 (1843); Mitscherlich, Annalen der Chemie u. Pharmazie, Bd. 75, 
S. 305 (1850). 

*) Van Wisselnigh, Archiv néerland., Bd. 12, Heft 1 (1888); 
Bd. 26, S. 305 (1893); Justs Botanischer Jahresbericht, 1888, I, 5. 689. 
—- Verhandlungen der Akademie, Amsterdam 1892; Chemisches Zentral- 
blatt, 1892, II, S. 516; Fliickiger, Archiv der Pharmazie, Bd. 228, 
S. 690 (1890). 

3) K. Kiigler, Dissertation, Strafburg 1884; Archiv der Phamazie, 
Bd. 222, S. 217 (1889); E. Gilson, La Cellule, Bd. 6, S. 87 (1890). 
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bei der Acetolyse keine Oktacetylcellobiose zu liefern imstande 
ist. Da diese Reaktion derzeit als eine sehr typische fiir die 
Cellulose gilt, so darf man daraus schlieBen, da die Kork- 
substanz keine fabbaren Cellulosemengen enthalt. Sie gibt 
aber bei den Celluloseisolierungsversuchen ein Produkt, dessen 
Untersuchung noch nicht abgeschlossen ist. Allerdings ist die 
Darstellung dieses Produktes ziemlich umstiéndlich, und des- 
halb will ich die bisher erhaltenen Resultate verdffentlichen, 
weil die Gewinnung einer grdferen Menge des Ausgangs- 
materials noch langere Zeit beanspruchen wird. 


Experimenteller Teil. 


Bei meinen Versuchen verarbeitete ich Korkmehl einer 
erstklassigen Korksorte, die aus Portugalien stammte, und die 
mir von den Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf in 
Berlin in liebenswiirdiger Art zur Verfiigung gestellt wurde. 
Das gesiepte Korkmehl enthielt 6,21°/o Wasser und 4,12°/o 
Asche. Letztere Zahl ist auferordentlich hoch gegen die von 
Kugler erhaltenen Zahlen, und einstweilen kann ich keine 
weitere Erklirung fiir den Befund geben. 

100 g des Materials wurden zunachst 4 mal mit je 2 | 
96°/oigen Alkohols am Riickflubkthler 2 Stunden lang gekocht. 
Die vereinigten alkoholischen Ausztige wurden unter vermin- 
dertem Druck auf 150 ccm eingeengt, wobei schon Krystal- 
lisation des Cerins, Friedelins usw. eintrat. Nach einstiindigem 
Stehen bei 0° wurde die ausgeschiedene Krystallmasse abge- 
saugt und tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausbeute 3 g. 
Das Filtrat wurde mit 200 ccm Wasser ausgefiillt. Nach 
24stiindigem Stehen wurde die Masse abfiltriert. Erhalten 5 g 
Substanz, die schon erhebliche Mengen an Gerbstoffen enthielt. 
Die dunkelgefarbte Mutterlauge hinterlieS} beim Verdampfen 
2,5 g einer amorphen hauptsachlich aus Gerbstolfen bestehenden 
Masse. 

Obschon das Korkmehl auch nach viermaliger Extraktion 
mit heifem Alkohol noch nicht erschépft war, ging ich doch 
zur Verseifung des Suberins mit alkoholischer Kalilauge tiber. 
Um aber eine ZerstOrung der dabei eventuell freiwerdenden 
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reduzierenden Kohlenhydrate zu vermeiden, fiihrte ich die Ver- 
seifung durch Schiitteln bei Zimmertemperatur und nicht, wie 
iiblich, auf dem Wasserbade aus. 

Zu dem Zweck wurde der Riickstand mit 21 96°/oigen 
Alkohols, der 60 g Kaliumhydroxyd enthielt, 12 Stunden ge- 
schiittelt, abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und die ganze 
Operation noch zweimal wiederholt. Die Verarbeitung der 
alkalischen, alkoholischen Ausziige wurde jede fiir sich aus- 
gefiihrt. Zunachst wurden die Laugen mit Eisessig angesiiuert, 
unter vermindertem Druck auf etwa '/s ihres urspriinglichen 
Volumens eingeengt und mit Wasser auf 21 verdiinnt, wobei 
eine voluminoése farblose Fiillung eintrat. Diese wurde abge- 
saugt, mit Wasser gewaschen, in Chloroform gelést, die Lésung 
mit Chlorcalcium getrocknet, dann verdampft und der Riick- 
stand nach dem Trocknen bei 100° gewogen. Die drei Aus- 
ziuge lieferten 12, 5 bezw. 3 g aus Fettsiiuren bestehenden 
Riickstand. Die nach dem Absaugen der Fettsiiuren hinter- 
bleibende wisserige Loésung wurde auf das Vorhandensein 
reduzierender Kohlenhydrate mit 'ehlingscher Lésung gepriift, 
und ein negatives Resultat erhalten. 

Der Korkmehlriickstand wurde jetzt mit 1,5 1 Alkohol 
3 Stunden lang, dann ein zweites Mal mit 1! Alkohol 2 Stunden 
lang am Riickflubkihler gekocht. Die vereinigten alkoholischen 
Ausziige wurden unter vermindertem Druck auf 100 cem ein- 
geengt, wobei 5 g Substanz ausgeschieden waren. Die Mutter- 
lauge gab beim Einengen 13,5 g an nicht reduzierenden Pro- 
dukten. 

Der Riickstand wurde jetzt mit 1,51 Wasser 1 Stunde 
im Wasserbade erwarmt. Duabei firbte sich das Korkmehl, 
wie auch die dariiber stehende Fliissigkeit, kaffeebraun. Gleich- 
zeitig verlor das Mehl seine urspriingliche Elastizitét und 
verwandelte sich in eine plastische, nahezu kolloidale Masse, 
die sich sehr schlecht behandeln laft. Das Filtrat (1250 ccm) 
wurde mit 1600 ccm 90°/oigen Alkohols zusammengebracht, 
dann mit 25 ccm Eisessig angesiuert. Es entstand ein flockiger 
Niederschlag, der durch Dekantation mit immer starkerem 
Alkohol wiederholt gewaschen, dann abgesaugt wurde. Nach 
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bei der Acetolyse keine Oktacetylcellobiose zu liefern imstande 
ist. Da diese Reaktion derzeit als eine sehr typische fiir die 
Cellulose gilt, so darf man daraus schlieBen, dafh die Kork- 
substanz keine fafbaren Cellulosemengen enthalt. Sie gibt 
aber bei den Celluloseisolierungsversuchen ein Produkt, dessen 
Untersuchung noch nicht abgeschlossen ist. Allerdings ist die 
Darstellung dieses Produktes ziemlich umstandlich, und des- 
halb will ich die bisher erhaltenen Resultate verdffentlichen, 
weil die Gewinnung einer grdéferen Menge des Ausgangs- 
materials noch langere Zeit beanspruchen wird. 


Experimenteller Teil. 


Bei meinen Versuchen verarbeitete ich Korkmehl einer 
erstklassigen Korksorte, die aus Portugalien stammte, und die 
mir von den Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf in 
Berlin in liebenswiirdiger Art zur Verfiigung gestellt wurde. 
Das gesiebte Korkmehl enthielt 6,21°/o Wasser und 4,12°/o 
Asche. Letztere Zahl ist auferordentlich hoch gegen die von 
Kugler erhaltenen Zahlen, und einstweilen kann ich keine 
weitere Erklirung fiir den Befund geben. 

100 g des Materials wurden zunéchst 4 mal mit je 2 | 
96°/oigen Alkohols am RiickfluBkithler 2 Stunden lang gekocht. 
Die vereinigten alkoholischen Ausztige wurden unter vermin- 
dertem Druck auf 150 ccm eingeengt, wobei schon Krystal- 
lisation des Cerins, Friedelins usw. eintrat. Nach einstiindigem 
Stehen bei 0° wurde die ausgeschiedene Krystallmasse abge- 
saugt und tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausbeute 3 g. 
Das Filtrat wurde mit 200 ccm Wasser ausgefillt. Nach 
2%4stiindigem Stehen wurde die Masse abfiltriert. Erhalten 5 g 
Substanz, die schon erhebliche Mengen an Gerbstoffen enthielt. 
Die dunkelgefarbte Mutterlauge hinterlieS beim Verdampfen 
2,9 g einer amorphen hauptsachlich aus Gerbstoffen bestehenden 
Masse. 

Obschon das Korkmehl auch nach viermaliger Extraktion 


mit heifem Alkohol noch nicht erschépft war, ging ich doch 
zur Verseifung des Suberins mit alkoholischer Kalilauge tiber. 
Um aber eine ZerstOrung der dabei eventuell freiwerdenden 
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reduzierenden Kohlenhydrate zu vermeiden, fiihrte ich die Ver- 
seifung durch Schiitteln bei Zimmertemperatur und nicht, wie 
iiblich, auf dem Wasserbade aus. 

Zu dem Zweck wurde der Riickstand mit 21 96°/oigen 
Alkohols, der 60 g Kaliumhydroxyd enthielt, 12 Stunden ge- 
schiittelt, abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und die ganze 
Operation noch zweimal wiederholt. Die Verarbeitung der 
alkalischen, alkoholischen Ausziige wurde jede fiir sich aus- 
gefiihrt. Zunichst wurden die Laugen mit Eisessig angesiuert, 
unter vermindertem Druck auf etwa !/s ihres urspriinglichen 
Volumens eingeengt und mit Wasser auf 21 verdiinnt, wobei 
eine voluminése farblose Fiillung eintrat. Diese wurde abge- 
saugt, mit Wasser gewaschen, in Chloroform geldst, die Lésung 
mit Chlorealcium getrocknet, dann verdampft und der Riick- 
stand nach dem Trocknen bei 100° gewogen. Die drei Aus- 
zige lieferten 12, 5 bezw. 3 g aus Fettsiiuren bestehenden 
Riickstand. Die nach dem Absaugen der Fettsiuren hinter- 
bleibende wiisserige LOsung wurde auf das Vorhandensein 
reduzierender Kohlenhydrate mit Fehlingscher Losung gepriift, 
und ein negatives Resultat erhalten. 

Der Korkmehlriickstand wurde jetzt mit 1,5 1 Alkohol 
3 Stunden lang, dann ein zweites Mal mit 11 Alkohol 2 Stunden 
lang am RiickfluBkiihler gekocht. Die vereinigten alkoholischen 
Ausziige wurden unter vermindertem Druck auf 100 cem ein- 
geengt, wobei 5 g Substanz ausgeschieden waren. Die Mutter- 
lauge gab beim Einengen 13,5 g an nicht reduzierenden Pro- 
dukten. 

Der Riickstand wurde jetzt mit 1,51 Wasser 1 Stunde 
im Wasserbade erwirmt. Duabei firbte sich das Korkmehl, 
wie auch die dariiber stehende Iliissigkeit, kaffeebraun. Gleich- 
zeitig verlor das Mehl seine urspriingliche Elastizitiéit und 
verwandelte sich in eine plastische, nahezu kolloidale Masse, 
die sich sehr schlecht behandeln laBt. Das Filtrat (1250 ccm) 
wurde mit 1600 cem 90°/oigen Alkohols zusammengebracht. 
dann mit 25 ccm Eisessig angesduert. Es entstand ein flockiger 
Niederschlag, der durch Dekantation mit immer staérkerem 
Alkohol wiederholt gewaschen, dann abgesaugt wurde. Nach 
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dem Trocknen unter vermindertem Druck tiber Phosphorpent- 
oxvd betrug die braungefirbte Masse 14 g. 

Um zu entscheiden, ob sie Verbindungen der Zucker- 
gruppe enthalt, wurden 7 g mit 100 ccm _ n-Schwefelsiiure 
3 Stunden im Wasserbade erhitzt, wobei der allergréBte Teil 
der Substanz unloslich zuriickblieb. Das Filtrat wurde nach 
dem Verdiinnen mit Wasser mit Calciumearbonat erwirmt. 
filtriert und auf 250 cem aufgefiillt. 2 ccm der Fliissigkeit re- 
duzierten vollstiindig 1 ccm Fehlingscher Loésung, die ganze 
Masse von 14g enthielt demnach 1,24 g Zucker auf d-Glukose 
berechnet. 

Der Korkmehlriickstand wurde jetzt mit 1,5 1 1,5°/oiger 
Schwefelsiiure 2 Stunden im Wasserbade erwirmt. Das schwach 
gelb gefiirbte Filtrat wurde mit Calciumcarbonat erwiirmt, 
filtriert, unter vermindertem Druck stark eingeengt, dann das 
Filtrat auf 100 cem verdiinnt. 1 ccm der erhaltenen Fliissigkeit 
reduzierte volistandig 3 ccm Fehlingscher Lésung. Demnach 
waren 1,5 g Zucker (auf d-Glukose berechnet) vorhanden. 

Um die Eigenschaften des Zuckers néher kennen zu 
lernen, wurde das Osazon desselben dargestellt. Zu dem Zweck 
wurden 50 ccm der Fliissigkeit mit 1,5 g Phenylhydrazinchlor- 
hydrat und 2,5 g Natriumacetat °/1 Stunden im Wasserbade 
erwirmt. Die Fliissigkeit farbte sich dunkelgelb und schied 
ein braunes Harz aus. Das heife Filtrat gab beim Erkalten 
eine citronengelbe Krystallisation. Sie wurde abgesaugt, mit 
wenig kaltem Wasser gewaschen, und das Produkt aus 10 ccm 
heifiem Wasser unter Zusatz von einigen Tropfen Alkohol um- 
krystallisiert. Ausbeute 0,03 g eines Osazons, das beim raschen 
Erhitzen gegen 120° unter Zersetzung schmolz. Ks _ bildete 
lange, citronengelbe Prismen verschiedener Grofe. Das Produkt 
scheint ein Gemisch von Pentosazonen zu sein. 

Der Riickstand nach der Behandlung mit verditinnter 
Schwefelsiiure betrug 24,5 g. Der Aschegehalt hat sich darin 
bemerkenswert vermehrt; er betrug 8,47°/o. Das Produkt gab 
eine starke Ligninreaktion mit Phloroglucin und Salzsdure. 

Um die vermutlich vorhandene Cellulose daraus zu ge- 
winnen, schlug ich zwei Wege ein. Zunichst versuchte ich 
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das Verfahren von Cross und Bevan,!) das sonst ausge- 
zeichnete Resultate bei der Isolierung von Cellulose aus stark 
ligninhaltigem Material gibt. 5g der Substanz wurden mit 
Wasser angefeuchtet und unter Kiihlung mit Kis ein langsamer, 
gewaschener Chlorstrom durchgeleitet. Nachdem die Masse 
eine helle Farbe angenommen hatte, wurde sie mit einer 
wisserigen Lisung von schwefliger Siéiure iibergossen, abge- 
saugt und mit einer 2°/oigen Lésung von Natriumsulfit 2 Stunden 
auf dem Wasserbade erwiirmt, wobei die F'iissigkeit eine 
dunkelrote Fiirbung aufnahm. Nach dem Absaugen wurde die 
ganze Operation noch zweimal wiederholt. Dabei verschwand 
die Phloroglucinreaktion vollstindig. Jetzt folgte eine Behand- 
lung mit einer 0,1°/oigen Permanganatlésung, dann eine Ent- 
firbung mit Natriumbisulfitl6sung, endlich ein griindliches Aus- 
waschen mit heifiem Wasser, Alkohol und Trocknen unter 
vermindertem Druck iiber Phosphorpentoxyd. Erhalten 3,2 g 
Substanz mit einem Aschegehalt von 15°/o. Zwecks Reinigung 
wurde sie mit 200 ccm Kupferoxydammoniak geschiittelt, tiber 
Glaswolle filtriert, mit Wasser verdiinnt, mit Salzsiure ange- 
siuert, und die farblose flockige Fallung durch Dekantation 
mit fortwahrend starkerem Alkohol gewaschen, endlich abge- 
saugt und getrocknet. Ausbeute 1,1 g. 

Eine zweite Portion von 5 g wurde mit einem Gemisch 
aus 10 cem 33°/oiger Kalilauge und 100 cem Alkohol auf dem 
Wasserbade am RiickfluBkiihler 2 Stunden gekocht, abfiltriert, 
mit Alkohol und mit heifem Wasser gewaschen, und die ganze 
Operation noch zweimal wiederholt. Die Mutterlauge war nach 
der dritten Operation nahezu farblos, die heifen Waschwasser 
nahmen jedoch noch eine braune Firbung an. Jetzt wurde 
die Masse mit 140 ccm Wasser und 10 ccm 33°/oiger Kali- 
lauge 2 Stunden im Wasserbade erhitzt. Nach dem Absaugen 
und Waschen mit heifem Wasser folgte eine zweistiindige 
Behandlung mit 145 cem Wasser und 5 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure bei 100°. Endlich schiittelte ich die Substanz 


1) Géza Zemplén, Derstellung, Gewinnung, Nachweis und Bestim- 
mung der hdheren Kohlenhydrate. — Abderhaldens Handbuch der 
biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. 6, S. 47 (1912). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 12 











178 Géza Zemplén, 


mit einer 1°/oigen Lésung von Kaliumpermanganat und ent- 
fiirbte nach dem Auswaschen das Produkt mit Natriumbisulfit. 
Das gut mit Wasser ausgewaschene Produkt betrug nach dem 
Trocknen 3,2 g, gab kaum eine ganz schwache Ligninreaktion 
und enthielt 14,4°/o Asche. Die Reinigung geschah, wie oben 
beschricben, durch Lésen in Kupferoxydammoniak und Fiillen 
mit Salzsiure. Erhalten 0,77 g Reinprodukt. 

Die erhaltenen Resultate zeigten, dafi die Methode von 
Cross und Bevan viel bessere Ausbeuten liefert. Deshalb 
verarbeitete ich noch 10 g des Rohproduktes auf die vermut- 
liche Cellulose und erhielt daraus 2,3 g eines Produktes, das 
trotz meiner Bemiihungen noch sehr viel Asche: 12°/o, enthielt. 

Ich vereinigte jetzt die Produkte der beiden ersteren Dar- 
stellungen zu einer Probe von 1,5 g und bereitete eine zweite 
zu 2 g aus der zuletzt gereinigten Portion, um sie der Acetolyse 
zu unterwerfen und zu erfahren, ob dabei Oktacetylcello- 
biose resultiert. In beiden Fillen erhielt ich ein negatives Re- 
sultat, obschon die Kontrollversuche mit denselben Mengen Cellu- 
lose und Hydrocellulose so gute Ausbeuten an Oktacetylcello- 
biose gaben, daf die Identifizierung des Produktes ohne Schwierig- 
keit gelang. 

Die Acetolysen erfolgten nach dem Verfahren von Skraup 
und Kénig.'!) Auf 1g des Ausgangsmaterials verwandte ich 
4 ccm Essigsiiureanhydrid und 0,6 ccm konzentrierte Schwefel- 
siiure, die unter Vermeidung der TemperaturerhOhung zuvor 
vermischt wurden. Nachdem die Acetylierungsfliissigkeit auf 
das Ausgangsmaterial gegossen, wurde kraftig geschiittelt. In 
Gegenwart von Cellulose erwirmt sich die Reaktionsmasse 
und die Cellulose geht dabei in Lésung. Das aus dem Kork- 
meh] erhaltene Produkt trat mit dem Acetylierungsgemisch ohne 
Erwirmen nicht in Reaktion. Sogar beim Erwiarmen auf dem 
Wasserbade blieb ein erheblicher Teil des Produktes ungelost. 
Als die Fliissigkeit nach etwa '!/4stiindigem Erwiirmen vom 
ungelésten Riickstand in Wasser gegossen wurde, entstand eine 
Suspension aus einem amorphen Niederschlage, der auch nach 


') Zd. Skraup und J. Kénig, Monatshefte fiir Chemie, Bd. 22, 
S. 1011 (1901). 
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Tagen nicht krystallinisch erstarrte und nach dem Abfiltrieren 
in heiBem Alkohol groStenteils unléslich war. Das alkoholische 
Filtrat schied auch nach langerem Stehen kein krystallisiertes 
Produkt aus. Dagegen erstarrten die aus Cellulose und Hydro- 
cellulose entstammenden Reaktionsgemische nach dem Eingiefen 
in kaltes Wasser bald krystallinisch, lieBen sich aus heifem 
Alkohol leicht in Form von farblosen Nadeln umkrystallisieren 
und zeigten samtliche Eigenschaften der Oktacetylcellobiose. 

Demnach erhilt man aus der Korksubstanz nach 
den Isolierungsmethoden der Cellulose ein Produkt, 
das in seinen iuferen Eigenschaften und Loslichkeit 
an die Cellulose erinnert, jedoch bei der Acetolyse 
kein Cellobioseoktacetat liefert. 

Endlich stelle ich die aus 100 g Korkmehl erhaltenen 
Substanzen zusammen: 


WE bk ws ee HH trnsewe Gite 
Bs os «+ 4 eee oe ee oe . . 4,12 > 
Alkoholischer Auszug. . ....... 10,5» 
Fettsiuren erhalten bei der kalten Ver- 
seifung mit alkoholischer Kalilauge . 19,0 » 
Alkoholischer Auszug des Riickstandes. 13,5 » 
Wasseriger Auszug des Riickstandes. . 14,0 » Daraus erhaltlich 
durch Hydrolyse mit 
n-Schwefelsdure 1,24 g 
Zucker auf d-Glukose 
gerechnet. 
Auszug mit 1,5°/oiger Schwefelséure. . 1,5g Zucker auf d-Glukose 
gerechnet, 
Riickstand. . .. . it ee 2 eee 24,5 >» Daraus erhiltlich 4,17 g 


eines celluloseahnlichen, 
aber mit ihm nicht 
identischen Produktes. 








Beitrage zur partiellen Hydrolyse der Cellulose. 
Von 


Dr. Géza Zempleén. 


(Aus dem chemischen Institut der Hochschule fiir Forstwesen is Selmeczbanya.) 


(Der Redaktion angagengee am 17. April 1913.) 

Seitdem Skraup und Konig!) bei der partiellen Hydro- 
lyse der Cellulose in den Besitz der schén krystallisierenden 
Cellobiose gelangten, haben sich mehrere Forscher?) mit 
den Bildungsbedingungen und mit den Eigenschaften dieses 
interessanten Disaccharids beschiftigt. Dabei wurde die par- 
tielle Hydrolyse der Cellulose immer durch gleichzeitige Ein- 
wirkung von konzentrierter Schwefelséure und Essigsaure- 
anhydrid ausgefiihrt. 

Ich habe mir die Aufgabe gestellt, zu untersuchen, wie 
sich die Cellulose verhalt, wenn man sie der getrennten Ein- 
wirkung der beiden Agentien aussetzt. Demnach wollte ich 
die durch Schwefelsadure allein gebildeten Abbauprodukte der 
Cellulose mit Essigséureanhydrid acetylieren. Bei der letzteren 
Operation war mir die Anwendung der konzentrierten Schwefel- 
sure wieder unvermeidlich, und deshalb hat sich die Frage 
wie folgt modifiziert: 

Wie verhilt sich die mit Schwefelsiure zuvor 
partiell hydrolysierte Cellulose unter den Bedingungen 
der Acetolyse, die aus normalen Cellulosen zur Bil- 
dung von Oktacetylcellobiose fiihren? 

Bei der Einwirkung der starken Schwefelséiure werden 
gewisse Bindungen im Cellulosemolekiil langsam gelést und es 
entsteht eine Reihe von Produkten, deren erstes, faBbares Glied 
Amy loid genannt wird. Diese Substanz bildet sich auf der Ober- 


t) ‘Za. Skraup und J. Kénig, Monatshefte fiir Chemie, Bd. 22. 
S. 1011 (1901). 

2) Maquenne und Goodvin, Bulletin de la société chimique [3], 
Bd. 31, S. 854 (1907). — Zd. Skraup, Uber Starke, Glykogen und Cellu- 
lose. — E. Geinsperger, Monatshefte fiir Chemie, Bd. 26, S. 1415 (1905). — 
Emil Fischer und Géza Zemplén, Liebigs Annalen, Bd. 365, S. 1 
(1909); Bd. 372, S. 254 (1910). — Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, 
S. 2536 (1910). — W. Schliemann, Liebigs Annalen, Bd. 378, S. 366 
bis 381 (1911). — Friedrich Klein, Zeitschrift f. angewandte Chemie, 
Bd. 25, S. 1409 (1012). 
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fliche der Pergamentpapiere und wird von einigen Forschern 
mit der Hydrocellulose identisch gehalten.!) Die Hydrocellulose 
gibt bei der Acetolyse ebensoviel Oktacetylcellobiose, wie die 
typische Cellulose, und so ist man imstande, durch Anwendung 
der Acetolyse zu entscheiden, ob die Identifikation des Amyloid 
mit der Cellulose begriindet ist oder nicht. Meine Versuche 
zeigen, dafB das von mir untersuchte Amyloid tat- 
sichlich bei der Acetolyse Oktacetylcellobiose lie- 
fert, ihre Menge ist aber viel geringer als diejenige, 
die aus Hydrocellulosen gewohnlich entsteht. Dem- 
nach ist das Amyloid mit der Hydrocellulose nicht identisch. 
Es ist wahrscheinlich ein Gemisch aus verschiedenen depoly- 
merisierten Produkten, unter denen vielleicht auch Hydrocellu- 
lose vorkommt. Das Resultat stimmt mit den Untersuchungen 
von C. Schwalbe?) tiberein, der einen Unterschied zwischen 
Amyloid und Hydrocellulose auf Grund des Reduktionsvermégens 
feststellte. Allerdings scheint das nach dem Verfahren von 
Flechsig dargestellte Amyloid tiefer abgebaut zu sein, als die 
Hydrocellulose. 

Zur Untersuchung gelangten zwei weitere Produkte, die 
ich bei einer lingeren Einwirkung (2 bezw. 6 Stunden nach 
volliger Lésung der Cellulose) von Schwefelséure auf Cellulose 
erhielt. Ich war bereit, bei der Acetolyse dieser tiefer abge- 
bauten Praparate*) entweder kleine krystallisierte Acetylde- 
rivate, oder vielleicht a-Pentacetylglukose zu erhalten. Die 
Versuche verliefen aber ganz anders. In beiden Fallen gewann 
ich Oktacetylcellobiose, und die Menge derselben war nahezu 
gleich derselben, die aus Amyloid gebildet war. 

Die Untersuchung zeigt demnach, dah durch die 
Einwirkung der Schwefelséiure aus Cellulose Pro- 





1) Diese Ansicht wird durch Girard vertreten. Weiteres iiber die 
Abbauprodukte der Cellulose durch Schwefelséure siehe Carl Schwalbe, 
Die Chemie der Zellulose, 1911—1912. 

2) C. Schwalbe, Zeitschr. f. angewandte Chemie, Bd. 20, S. 2166 
bis 2172 (1907). 

’) Max Kénig und Stanislau Schubert, Uber Atherschwefel- 
séuren einiger Kohlenhydrate, Monatshefte fiir Chemie, Bd. 6, S. 708 
(1885); Bd. 7, S. 474 (1886). 
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dukte entstehen, die auch nach langerer Einwirkung 
der Siiure noch nicht gespaltene Cellobiosekomplexe 
enthalten. 

Meine niachste Aufgabe wird es sein, die Einwirkung 
der Schwefelsiure auf eine noch langere Zeit auszudehnen 
und die erhaltenen Préparate der Acetolyse zu unterwerfen. 

Ich will noch bemerken, dafi ich die Acetolyse von ver- 
schiedenen Polysacchariden versuchte, um irgend welche kry- 
stallisierte Produkte der partiellen Hydrolyse zu erhalten, je- 
doch ohne guten Erfolg. Ich unterwarf der partiellen Hydro- 
lyse Xylanpriiparate aus Buchen und aus Robinienholz, das 
Mannan der Samen von Phytelephas macrocarpa (Steinnuf) und 
das Chitin. Obschon ich die Versuchsbedingungen variierte, 
ergaben die Acetolysen unbefriedigende amorphe Produkte. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung des Ausgangsmaterials. 


In ein Gemisch aus 1800 g konzentrierter Schwefelsaure 
und 600g Wasser, das auf 20° abgekihlt war, trug ich 
unter Vermeidung jeder TemperaturerhOhung durch zweck- 
miaBige Kiihlung in kleinen Portionen unter standigem Rthren 
250 g reinste Watte ein. Die Operation bis zur vollstiandigen 
Lésung der Watte dauerte 1 Stunde und 40 Minuten. Um 
das Amyloid nach dem Verfahren von Flechsig!) zu _ er- 
halten, lief ich das Reaktionsgemisch noch */4 Stunden bei 20° 
stehen, dann filtrierte ich 500 ccm der Fliissigkeit durch Glas- 
wolle in diinnem Strahle in 41 Wasser, unter lebhaftem Um- 
riihren. Der flockige Niederschlag wurde mit immer stiarkerem 
Alkohol durch Dekantation gewaschen, abgesaugt, dann in 
heigem Alkohol suspendiert, 1/, Stunde am Riickflubkihler ge- 
kocht, abgesaugt, das Auskochen wiederholt und das Produkt 
nach vollstandigem Auswaschen mit Alkohol unter vermin- 
dertem Druck iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausbeute 54g. 

Um die tieferen Abbauprodukte zu gewinnen, lief ich das 
- Reaktionsgemisch noch 1 Stunde bei 20° stehen, und da die 


‘) E. Flechsi g, Uber Darstellung und chemische Natur des Cellulose- 
zuckers, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 523 (1883). 


ae 
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Fliissigkeit beim EKingieBen in Wasser sich teilweise léste, riihrte 
ich 500 cem derselben in 31 96°/oigen Alkohol ein, dann 
wurde das Produkt wieder so behandelt, wie es bei der Dar- 
stellung des Amyloids erfolgte. Das tiber Phosphorpentoxyd 
unter vermindertem Druck getrocknete Priiparat lief sich leicht 
zerreiben und bildete ein farbloses Pulver. Ausbeute 71 g. 

Nach weiterem vierstiindigen Stehen bei 20° wurde eine 
dritte Portion von 500 cem des Reaktionsgemisches in 3 | 
Alkohol eingetragen und 54 g eines ebenfalls farblosen Pulvers 
gewonnen. 

Der Kiirze halber bezeichne ich die drei erhaltenen Pra- 
parate, die verschiedene Stufen der partiellen Hydrolyse dar- 
stellen mit I, If und If]. Die Praparate I und II listen sich 
nur teilweise in Wasser. 


Die Acetolysen. 


Die Acetolysen wurden nach zwei verschiedenen Ver- 
fahren ausgefiihrt. Zunéchst acetylierte ich nach einer Modi- 
fikation der urspriinglichen Methode von Skraup und KO6nig, 
spiiter fiihrte ich Versuche nach dem Verfahren von Klein?) 
aus. Letztere Methode gab viel eindeutigere Resultate, sodaf 
der Vorzug der Kleinschen Methode gegen die dltere sehr in 


Vordergrund tritt. 
Die Acetolysen nach Skraup und Kénig wurden wie 


folgt ausgefiihrt : 

Das Ausgangsmaterial (12 g) wurde mit einem Gemisch 
aus 48 ccm Essigsdureanhydrid, und 6,4 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure abgegossen. Das Acetylierungsgemisch wurde 
ohne Temperaturerhéhung bereitet. Jetzt wird die Reaktions- 
masse geschiittelt und die Temperatur derselben unter vor- 
sichtigem Erwiérmen auf dem Wasserbade so geregelt, dab 
die Temperatur von 105° méglichst bald erreicht wird. Die 
gelbbraune Fliissigkeit wird auf etwa 60° abgekiihlt und in 
dinnem Strahle in 11 kaltes Wasser gegossen. Der ausge- 


') Friedrich Klein, Beitrage zur Kenntnis des acetolytischen Ab- 
baus der Cellulose, Zeitschrift f. angewandte Chemie, Bd. 25, S. 1409 (1912). 
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schiedene Niederschlag wird wiederholt durch Dekantation mit 
Wasser gewaschen, wobei er krystallinisch wird. Das abge- 
saugte Produkt wird zwischen gehartetem Filtrierpapier einem 
Druck von 50 Atmospharen ausgesetzt, dann zweimal aus 
heifem Alkohol umkrystallisiert. Die erhaltenen Praparate 
wurden analysiert, ihr Schmelzpunkt und Drehungsvermégen 
bestimmt, verseift und das Osazon des gebildeten Zuckers 


dargestellt. 
Bei der Verseifung und Osazondarstellung verfuhr ich 
wie folgt.?) 


0,5 g des Acety|produktes wurden in 40 cem heifem Alkohol 
suspendiert, rasch abgekiihlt, sofort 1,5 ccm 33°/oiger Kalilauge 
zugesetzt, 5 Minuten geschittelt, und langsam, in kleinen Por- 
tionen Wasser zugesetzt, bis véllige Lésung eintrat. Man erhilt 
ungefihr 45 cem Fliissigkeit, die zur Vervollstandigung der Ver- 
seifung 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen werden. 
Man neutralisiert jetzt mit Essigséure und verdampft die Lésung 
unter vermindertem Druck auf etwa 6 ccm. Nach Zusatz 
von 0,5 g Phenylhydrazinchlorhydrat wird 1'/2 Stunden im 
Wasserbade erhitzt. Beim Erwarmen schieden sich in keinem 
Falle Krystallmassen aus, sondern die F'liissigkeit nahm eine 
tiefgelbe Firbung an. Dies beweist, dafi d-Glukose in nach- 
weisbaren Mengen nicht vorhanden war. Beim Erkalten be- 
gann die Ausscheidung von Phenylcellobiosazon. Nach dem Um- 
krystallisieren aus heifem Wasser wurde der Schmelzpunkt des 
Praparates genommen. 

Um mich itiber die Zusammensetzung der Mutterlaugen des 
Cellobioseoktacetats zu orientieren, bestimmte ich das Drehungs- 
vermogen der auf 250 ccm mit Alkohol verdiinnten Proben. Das 
spezifische Gewicht der Loésung wurde aus dem Gewichte von 
100 ecem der Fliissigkeit, und der Prozentgehalt durch Ein- 
dampfen derselben in einer Platinschale auf dem Wasserbade 


ermittelt. 
Hier sollen die Ergebnisse der Acetolysen folgen: 


') Emil Abderhalden und Géza Zemplén, Partielle Hydrolyse 
der Tunicatencellulose. Bildung von Cellobiose. Diese Zeitschrift, Bd. 72 
S. 58—62 (1911). 








~ 
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Praparat |. 

Ausbeute nach dem Auspressen unter 50 Atmosphiren 
Druck: 20 g. Das erste Umkrystallisieren geschah aus 120 ccm, 
das zweite aus 200 ccm 96°/oigem Alkohol. Erhalten 1,9 g 
Substanz. Aus farblosen Nadeln bestehende homogene Masse. 
Das Priiparat sintert bei 225° und schmilzt bei 228° zu einer 
farblosen F'liissigkeit. 

0,2062 g gaben 0,3769 g CO, und 0,1088 g H,O. 
Berechnet fiir Oktacetylcellobiose C,,H,.0,, (676,29): 
49,54°%o C; 5,65°/o H 

Gefunden: 49,85°%o C; 5,90°%/o H. 

0,2945 g in Chloroform gelést; Gesamtgewicht der Lésung 
12,4373 g spezifisches Gewicht bei 20°: 1,472; drehte Natrium- 
licht im 1 dm-Rohr um + 1,37° nach rechts; mithin: 

[a], = + 39,4° in Chloroform. 

Das Priiparat gab 0,06 g Phenylcellobiosazon, das beim 
raschen Erhitzen gegen 195° unter Braunfirbung und Gasent- 
wicklung schmolz. 

DrehungsvermOgen der ersten Mutterlauge: 

4,138 g Substanz in Alkohol gelést; Gesamtgewicht der 
Losung 83,19 g; spezifisches Gewicht 0,8338 g; drehte Natrium- 
licht in 1 dm-Rohr -+ 1,55° nach rechts; mithin 


[a] = + 37,4° in Alkohol. 


D 


Praparat II. 


Das Rohprodukt nach dem Auspressen unter 50 Atmo- 
spharen Druck betrug 20 g. Das erste Mal wurde aus 70 ccm, 
das zweite Mal aus 120 cem Alkohol umkrystallisiert. Erhalten 
0,94 g einer krystallinischen Substanz, die unter dem Mikroskop 
die deutliche Form der einzelnen Krystalle nicht erkennen lieS. 
Das Produkt sinterte gegen 200° und schmolz gegen 215° zu 
einer dunkelgelben Flissigkeit. 

0,2354 g gaben 0,4334 g CO, und 0,1242 g H,O. 
Berechnet fiir Oktacetylcellobiose C,,H,,0,, (676,29 g): 
49,54%o C; 5,65°%/o H 

Gefunden: 50,21°/o C; 5,90°%,o H. 
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0,3340 g in Chloroform gelést; Gesamtgewicht der Lisung 
12,2847 g; spezifisches Gewicht 1,471; drehte bei 20° Natrium- 
licht im 1 dm-Rohr um + 1,06° nach rechts, mithin 

[a], = + 26,4° in Chloroform. 

Das Produkt lieferte 0,05 g unreines Phenylcellobiosazon, 
das beim raschen Erhitzen gegen 180° unter Braunfarbung und 
Gasentwicklung schmolz. 

Drehungsvermoégen der ersten Mutterlauge: 

2,388 g in Alkohol gelést; Gesamtgewicht der Lésung 
82,16 g, spezifisches Gewicht 0,8231; drehte bei 20° Natrium- 
licht im 1 dm-Rohr um 0,74° nach rechts; mithin 


[a], = + 30,9° in Alkohol. 


Priparat III. 


Rohprodukt nach dem Auspressen unter 50 Atmosphiren 
Druck: 20 g. Das erste Umkrystallisieren geschah aus 70 ccm, 
das zweite aus 120 ccm Alkohol. Erhalten 0,70 g an krystalli- 
sierter Substanz. Die verschiedene Grofe der langen Prismen 
laBt erkennen, dai die Masse nicht vollkommen einheitlich ist. 
Das Produkt sintert bei 215° und schmilzt vollstandig bei 221° 
zu einer hellgelben Fliissigkeit. 

0,1966 g gaben 0,3597 g CO, und 0,1029 g H,0O. 
Berechnet fiir Oktacetylcellobiose C,,.H,,0,, (676,29): 
49,54°/o C; 5,65°%o H 

Gefunden: 49,90°/o CG; 5,86°/o H. 

0.3614 g in Chloroform gelést; Gesamtgewicht 11,9806 g, 
spezifisches Gewicht 1,470; drehte Natriumlicht bei 20° in 
1 dm-Rohr um + 1,41° nach rechts; mithin 

[a], = -++ 31,8° in Chloroform. 

Das Produkt lieferte 0,05 g Cellobiosazon, das beim raschen 
Erhitzen gegen 190° unter Braunférbung und Gasentwicklung 
schmolz. 

Drehungsvermégen der ersten Mutterlauge: 

3,008 g in Alkohol gelést; Gesamtgewicht der Losung 
83,06 g, spezifisches Gewicht 0,8321 g; drehte Natriumlicht bei 
20° im 1 dm-Rohr um + 0,81° nach rechts; mithin 

[a] = + 26,9° in Alkohol. 
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Das Ergebnis der Versuche ist nicht ganz befriedigend. 
Zwar gaben alle drei acetylierte Préparate bei der Verseifung 
Cellobiose bezw. Phenylcellobiosazon, die Menge und der Rein- 
heitsgrad des letzteren waren aber sehr verschieden. Die reinste 
Oktacetylverbindung wurde aus Priparat I erhalten, dann folgte 
Praparat III, endlich Praparat II. 

Dieselbe Reihenfolge tritt klar hervor bei der Betrachtung 
der Schmelzpunkte, und der Ergebnisse der Analysen und der 
Bestimmungen des Drehungsvermégens. Die Versuchsreihe 
zeigt, daB in allen drei Fallen Cellobiose gebildet wurde. 

Dasselbe Ergebnis wird verstarkt und mit aller Strenge 
bewiesen durch die Acetolysen nach Klein, wobei die Mengen- 
verhialtnisse der gebildeten Cellobiose ebenfalls vergleichbar 
werden. 

10 g des Ausgangsmaterials werden mit 50 g eines Ace- 
tylierungsgemisches tibergossen, das 80°/o Essigsiureanhydrid 
und 20°/o konzentrierte Schwefelsaéure enthalt. Die Bereitung 
der Acetylierungsfliissigkeit geschah ohne merkliche Temperatur- 
erhdhung. Das Reaktionsprodukt wird unter fortwahrendem 
Rihren und Kiihlung unter 30° gehalten, bis die Masse zu 
einem homogenen Ol umgewandelt wird. Jetzt werden die 
Proben mit eingeschliffenem Glasstépsel versehen 10 Tage bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit wird das 
Reaktionsgemisch mit einem Glasstabe tiichtig umgerthrt. In 
jeder Probe erschien nach etwa 7 Tagen eine krystallisierte 
Ausscheidung, die der Reaktionsmasse eine diinne, breiartige 
Konsistenz verlieh. Der Inhalt der GefaéBe wurde mit je 20 ccm 
Eisessig verriihrt und in 11 Wasser gegossen, wobei ein nahezu 
farbloser, flockiger Niederschlag ausfiel. Durch Dekantation 
wurde derselbe ausgewaschen, dann abgesaugt, geprebt und zwel- 
mal aus heifem Alkohol umkrystallisiert. 


Priparat I. 


Die Ausbeute nach dem Auspressen unter 50 Atmosphiren 
Druck betrug 10g. Bei der ersten Krystallisation wurden 200 ccm, 
bei der zweiten 280 ccm Alkohol verbraucht. 
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Erhalten 2,01 g einer sehr einheitlichen, aus langen, mit 
freiem Auge sichtbaren, farblosen Nadeln bestehenden Substanz. 
Das Produkt sintert bei 220° und schmilzt vollstaéndig bei 224° 
zu einer farblosen Flissigkeit. 

0,2102 g gaben 0,3838 g CO, und 0,1094 g H,O. 

Berechnet fiir Oktacetylcellobiose C,,H,,0,, (676,29): 

49,54°/o C; 5,65°/o H. 

Gefunden: 49,80°%o C; 5,82°/o H. 

0,4189 g Substanz in Chloroform gelést; Gesamtgewicht 
der Lésung 13,4011 g; spezifisches Gewicht 1,470; drehte 
Natriumlicht bei 20° in 1 dm-Rohr um-t+ 1,92° nach rechts; mithin: 

la}, = + 41,8° in Chloroform. 

Das Produkt liefert 0,07 g Phenylcellobiosazon, das bei 
raschem Erwarmen gegen 198° unter Braunfaérbung und Gas- 
entwicklung sich zersetzt. 

Drehungsvermogen der ersten Mutterlauge: 

1,468 g Substanz in Alkohol gelést; Gesamtgewicht der 
Losung 81,52 g; spezifisches Gewicht 0,8166: drehte Natrium- 
licht bei 20° in 1 dm-Rohr um -++ 0,59° nach rechts; mithin: 


[a};, = -++ 40,30° in Alkohol. 


Praparat II. 


Rohausbeute nach dem Pressen unter 50 Atmospharen 
Druck: 8 g. Das erste Umkrystallisieren geschah aus 150 ccm, 
das zweite aus 250 cem Alkohol. Gewonnen 1,41 g einer 
absolut einheitlichen, aus langen, seidenglanzenden, farblosen 
Nadeln bestehenden Substanz. Das Priparat sintert bei 220° 
und schmilzt bei 225° zu einer farblosen Fliissigkeit. 

0,2365 g Substanz gaben 0,4322 g CO, und 0,1266 g H,0. 

Berechnet fiir Oktacetylcellobiose C,,H,,0,, (676,29): 

49.54°%o C3; 5,65°%o H. 

Gefunden: 49,840 CG; 5,99°/o H. 

0,4979 g¢ Substanz in Chloroform gelést; Gesamtgewicht 
der Lisung 13,1572 g; spezifisches Gewicht 1,470; drehte Na- 
triumlicht bei 20° im 1 dm-Rohr um -++ 2,32° nach rechts; mithin: 


[a]; = + 41,7° in Chloroform. 
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Das Produkt liefert 0,07 g Phenylcellobiosazon, das beim 
raschen Erwarmen gegen 196° unter Zersetzung und Gasent- 
wicklung schmilzt. 

Drehungsvermiégen der ersten Mutterlauge: 

1,168 g Substanz in Alkohol gelést; Gesamtgewicht der 
Lésung 81,28 g; spezifisches Gewicht 0,8142; drehte Natrium- 
licht bei 20° im 1 dm-Rohr um +- 0,49° nach rechts; mithin: 


[a];) = + 41,9° in Alkohol. 


Praparat III. 


Rohausbeute nach dem Pressen unter 50 Atmosphiiren 
Druck: 10g. Bei der ersten Krystallisation wurden 170 ecm, 
bei der zweiten 260 ccm Alkohol verbraucht. Gewonnen 1,92 g 
einer Substanz, die in Krystallform und Schmelzpunkt vdllig 
mit dem aus Priparat Il erhaltenen Acetylderivat iibereinstimmte. 

0,2466 g gaben 0,4508 g CO, und 0,1274 g H,O. 

Berechnet fiir Oktacetylcellobiose C,,H,.0,, (676,29): 

49,540 C; 5,65°%/o H. 

Gefunden: 49,86°/o C; 5,78°/o H. 

0,3982 g Substanz in Chloroform gelést; Gesamtgewicht 
der Lo6sung 13,1722 g: spezifisches Gewicht 1,470: drehte Na- 
triumlicht bei 20° im 1 dm-Rohr um + 1,90° nach rechts; mithin: 


[a = + 42,7° in Chloroform. 


Das Produkt lieferte 0,065 g Phenylcellobiosazon, das beim 
kurzen Erwirmen gegen 198° unter Zersetzung und Gasent- 
wicklung schmolz. 

Drehungsvermégen der ersten Mutterlauge: 

1,818 g Substanz in Alkohol gelist; Gesamtgewicht der 
Lésung 81,40; spezifisches Gewicht 0,8155; drehte Natrium- 
licht bei 20° im 1 dm-Rohr um -+ 0,77° nach rechts; mithin: 

(al) = + 42,3° in Alkohol. 

Die charakteristischen Konstanten der Oktacetylcellobiose, 
sowie des Phenylcellobiosazons zeigen bei der zweiten Ver- 
suchsreihe sowohl! untereinander, als mit den in der Literatur 
befindlichen zuverlissigen Werten eine sehr gute Ubereinstim- 
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mung. Demnach beweist diese zweite Versuchsreihe, da’ aus 
den drei untersuchten Praparaten bei der Acetolyse Oktacetyl- 
cellobiose entstanden ist, und zwar in Mengen, die sich der 
Hilfte derjenigen aus normalen Cellulosen oder aus Hydro- 
cellulosen erreichbaren Oktacetylcellobioseausbeuten nihern. 
Wahrend Watte und Hydrocellulosen bei der Acetolyse nach 
Klein 50—55 °/o Oktacetylcellobiose liefern, entstand aus meinen 
Priiparaten 15—20°/o der Acetylverbindung auf das Ausgangs- 
material berechnet. Es ist sehr auffallend, dafS das Amyloid 
und das dritte Praparat, das bei langerer Einwirkung der 
Schwefelsiure (6 Stunden) entstand, nahezu dieselben Cello- 
bioseausbeuten ‘lieferten. Der Befund spricht dafiir, daf die 
EKinwirkung der Schwefelséure unter den angegebenen Konzen- 
trationsbedingungen sich nicht auf die Hydrolyse der Cellobiose 
erstreckt. Diese Vermutung wird durch das optische Verhalten 
der ersten Mutterlaugen nach der Ausscheidung der Oktacetyl- 
cellobiose aus der heifen, alkoholischen Fliissigkeit verstarkt. 
Das Drehungsvermégen der Mutterlaugen ist naémlich nie hoch 
genug, um auf die Anwesenheit gréBerer Mengen von a-Pent- 
acetylglukose schliefen zu kénnen. Wenn bei der langeren 
Kinwirkung der starken Schwefelséiure d-Glukose gebildet wire, 
so miifte diese unter den Bedingungen der Acetolyse in a-Pent- 
acetylglukose umgewandelt werden. Um die Grundlage dieses 
Gedankenganges zu verstaérken, habe ich besondere Versuche 
mit d-Glukose ausgefiihrt, um zu erfahren, welche der beiden 
Isomeren der Pentacetylglukose dabei entsteht. 

5 g d-Glukose werden mit 20 ccm eines Acetylierungs- 
gemisches iibergossen, das aus 150 ccm Essigséureanhydrid 
und 5 ccm konzentrierter Schwefelséure unter Kiihlung bereitet 
war. Die Mengen der in Reaktion tretenden Substanzen sind 
so gewihlt, daB beim Eintreten der Reaktion die Erwiirmung 
der Masse auf 100°, aber nicht hodher, erfolgt. Der in Losung 
gegangene Zucker wird in 150 cem Wasser gegossen. Das 
ausgeschiedene hellgelbe Ol erstarrt rasch zu einer harten, kry- 
stallinischen Masse, die abgesaugt, mit Wasser gewaschen, 
gepreBbt und aus 4) cem heiSem Alkohol umgelést wird. Aus- 


beute 4,2 g; Schmelzpunkt 112°; [a]; = -++ 102° in Chloroform. 
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Diese Konstanten sind fiir die a-Pentacetylglukose cha- 
rakteristisch. Wenn diese Verbindung in erheblichen Mengen 
bei der Acetolyse der untersuchten Produkte entstanden wiire, 
so mliBte dies in dem Drehungsvermoégen der ersten Mutter- 
laugen der Oktacetylcellobiose Ausdruck finden. Das Drehungs- 
vermégen der alkoholischen Mutterlaugen ist aber ungeféihr 
dasselbe als dasjenige der reinen Oktacetylcellobiosen. Man 
muB aber nicht vergessen, dafi das Drehungsvermoégen der Okt- 
acetylcellobiosen in Chloroformlésung ermittelt wurde. Eine 
Bestimmung des Drehungsvermégens in alkoholischer Lésung 
war aber wegen der Schwerloslichkeit des Produktes in diesem 
Losungsmittel nicht ausfiihrbar. Deshalb blieb nichts anderes 
iibrig, als das DrehungsvermOégen der in Alkohol bezw. Chloro- 
form gelésten Substanzen zu vergleichen. Dadurch habe ich 
keinen so groben Fehler begangen, da die daraus gefolgerten 
Schliisse illusorisch werden. 














Uber die Reaktionsphasen der alkoholischen Garung. 
Von 


Hans Euler und David Johansson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1913.) 


Seit durch die Arbeiten von Harden und Young, 
L. Iwanoff, sowie Buchner und Meisenheimer die Teil- 
nahme der Phosphate an der alkoholischen Giirung bekannt 
geworden ist, mubten bei der Darstellung der Garungsgleichung 
die diesbeziiglichen neuen Tatsachen beriicksichtigt werden. 
Dies ist von seiten Hardens und Youngs durch folgende 
Formulierung geschehen: 

2 C,H,,0,-+ 2 PO,HR, = 2 CO, +-2C,H,O +2H,0-+C,H,,0, (PO,R,)o. 

Spiiter haben Euler und Ohlsén festgestellt, daB durch 
den Extrakt einer von ihnen untersuchten Trockenhefe reine 
Glukose nicht angegriffen wird, weder vergoren, noch mit 
Natriumphosphat verestert wurde. Es war damit nachgewiesen, 
dafB die bekannten Hexosen nicht direkt verestert, sondern 
zuniichst durch ein Enzym umgewandelt werden, welches von 
dem Alkohol und Kohlenséure entwickelnden Teil der Zymase 
abtrennbar ist. 

Die Existenz und Besonderheit dieses Enzymes, welches 
Glukose, Fruktose und Mannose, eventuell Galaktose in ein 
mit Phosphaten veresterbares Kohlenhydrat umwandelt — es 
wiire als Hexase (Glukase, Fruktase usw.) zu bezeichnen —, 
kann durch diese Versuche als nachgewiesen gelten. In bezug 
auf den Gehalt und die Extrahierbarkeit dieses Enzymes sowie 
der Phosphatese und ihre Abtrennbarkeit von den ibrigen 
Garungsenzymen verhalten sich die Extrakte der verschiedenen 
Kulturen ganz verschiedener Trockenhefen je nach ihrer Her- 
kunft und Vorbehandlung verschieden; die von Euler und 
Ohlsén untersuchte Hefe, deren Extrakt reine Glukose gar 
nicht angreift, mit lebender Hefe vorbehandelte Glukose aber 


') Proc. Roy. Soc., Bd. 80, S. 299, 1908. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 27, S. 313, 1911. 
Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 468, 1912. 
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verestert (vgl. die zit. Mitteilung), bildet offenbar einen extremen 
Fall. Bei der grofen Mehrzahl der Hefen gehen auch andere 
Girungsenzyme in den Extrakt tiber, indessen laft sich auch 
bei allen diesen mehr oder weniger deutlich der Unterschied 
im Verhalten der reinen und der vorbehandelten Glukose 
beobachten. ') 

Harden und Young?) haben bei der Besprechung neuerer 
Arbeiten mit Recht betont, da8i ihre Auffassung mit den Re- 
sultaten von Euler und Ohlsén nicht in Widerspruch steht. 

Die genannten Forscher stiitzen ihre theoretische Auf- 
fassung hauptsiachlich durch Versuche, welche mit HefepreBsaft 
angestellt worden waren. Einzelne Versuche haben sie auch 
mit Zymin und mit Macerationssaft von Miinchener Trockenhefe 
(Schroder)?) ausgefiihrt. Allerdings nur in der Weise, dab 
die entwickelte Kohlensiuremenge bestimmt wurde, welche der 
zugesetzten Menge des Phosphates entsprach. 

Nach den im hiesigen Laboratorium gewonnenen Er- 
gebnissen ergab sich fiir uns die Frage: In welchem Umfang 
gilt in solechen Extrakten von Trockenhefe, welche Glukose 
vergiren, die Harden-Youngsche Formel, d. h. ist tiberall da, 
wo in Gegenwart von Phosphat Zucker vergoren wird, und 
wahrend der ganzen Reaktion die Menge der entwickelten 
Kohlenséiure mit der Menge gebundenen Phosphats durch die 
Harden-Youngsche Gleichung verkniipft ? 

Die vorliegende Mitteilung enthalt eine Priifung der ein- 
gangs erwahnten Girungsgleichung in ziemlich weitem Umfang, 
sowohl beziiglich der Vergirung mit Trockenhefe, wo bisher 
nur wenige quantitative Angaben vorlagen, als auch hinsicht- 
lich der Vergaérung durch Hefeextrakt und durch lebende 





‘) Aus Hefe vom Miinchener Typus lassen sich bekanntlich nach 
geeigneter Entwdsserung bei nicht zu hoher Temperatur beinahe alle 
Garungsenzyme extrahieren, so daf dieser Extrakt sich wie Buchnerscher 
Hefeprefisaft verhilt. Obergiarige Bierhefe halt dagegen auch nach der 
Entwiasserung ihre Girungsenzyme so fest, daf in vielen Fiillen weder 
eine Phosphatbindung noch eine Gaérung mit vorbehandelter oder unvor- 
behandelter Glukose eintritt. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 40, S. 458, 1912. 

3) Centr. f. Bakt. (11), S. 178, 1910. 
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(frische) Hefe, wortiber Harden und Young keine Messungen 
mitgeteilt haben. 

Eine solche Priifung erschien bei der Bedeutung der be- 
sprochenen Formel fiir die gesamte Gérungschemie um so 
wiinschenswerter, als eine experimentelle Bestatigung der grund- 
legenden Ergebnisse von Harden und Young bisher noch 
von keiner anderen Seite erbracht worden war. 


Allgemeines tiber die Versuchsbedingungen. 


Die Versuchstemperatur betrug, wenn keine besonderen 
Angaben gemacht sind, stets 27°. 

Samtliche Loésungen wurden vor Eintritt der Giéirung mit 
CO, gesittigt. Die Messungen der entwickelten Kohlensaure 
geschahen volumetrisch. 

Der Gehalt an freiem Phosphat wurde, wenn nicht anders be- 
merkt, in je 10ccm durch Fallung mit Magnesiamischung bestimmt. 


Versuche. 
A. Versuche mit Extrakt von Trockenhefe. 
1. 


Bierhefe, bei 40—50° im Vakuum getrocknet, wird drei 
Stunden mit der 5fachen Menge Wasser bei 27° extrahiert, 
und hierauf filtriert, bis der Saft geklart ist. 

20°/oige Glukosel6sung wurde mit lebender Hefe wahrend 
etwa 10 Minuten angegoren, wobei die Drehung (im 50 mm-Rohr 
beobachtet) von 5,52° auf 5,27° zurtickging. Diese so vorbe- 
handelte Lésung wurde filtriert und zwecks Sterilisation gekocht. 


25 ccm Extrakt aus Trockenhefe -+- 5 ccm 10°/oige Lésung von Na,HPO, 
-+- 12 H,O -++ 0,5 ccm Toluol. 





























+ 20 ccm reine Glukoselésung. -++ 20 ccm angegorene Glukoselésg. 

Min. | cem CO,| ® Mg,P,0, Min. | cem CO,| ® Mg,P,0, 

| in 10 ccm in 10 ccm 

o| = (wae 0 — | 557-10~* 
120 4 536 120 3,6 497 
176 4,5 534 190 11 430 
270 | 65 | 514 274 27 252 
308 | 7,0 | 512 303 35 133 
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Samtliche LOsungen wurden in diesem und in allen fol- 
genden Versuchen vor Eintritt, der Garung mit CO, gesitttigt. 
Der Gehalt an freiem Phosphat wurde in je 10 ccm durch 
Fallung mit Magnesiamischung bestimmt. 


2. 


Der Zusatz von Toluol verzégert die obige Reaktion nicht 
unbedeutend, wie folgende Parallelversuche zeigen: 

Die Bierhefe war bei 30—40° getroknet. Extraktion und 
Vorbehandlung der Glukose wie oben. 


25 ccm Extrakt aus Trockenhefe +- 5 ccm 10°/oige Lésung von Na,HPO, 
+ 12 ccm H,O -++ 20 ccm vorbehandelte, 20°/oige Glukose. 


























Ohne Toluol. -+- 1 ccm Toluol. 
Min. | ccm CO, 8 Mg,P,0, Min. | ccm CO, 8 Mg,P,0, 
in 10 ccm in 10 ccm 
0 wns 527-107 * 0 one 529-107 * 
127 6 470 123 1,8 496 
285 WM) 25 286 8,0 418 
380 48 10 363 15 337 
390 20 251 
3. 


Versuchsanordnung wie in Versuch 1. Reaktionstem- 
peratur 17°. (Die Glukoselésung wurde diesmal etwas langere 
Zeit vorbehandelt, Drehungsriickgang von 5,33—4,92°.) 


Vorbehandelte Glukose +- 0,5 ccm Toluol. 











Minuten | ecm CO, x Mg,P,0, -10* 
in 10 ccm 
0 ! — 565 
97 | 10 | 388 
149 | 20 | 261 
173 37 | 183 
287 45 10 


13* 
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Man bemerkt, dafS in diesem Versuch die Reaktion 
schneller verlief als im vorhergehenden Versuch 2; dies diirfte 
daher riihren, daf diesmal eine weitergehende Vorbehandlung 
der Glukose stattgefunden hat. 


4. 


Nachdem es sich gezeigt hatte, dafi die Phosphatbindung 
auch durch den Extrakt der hier untersuchten Hefe nach einer 
Vorbehandlung der Glukose in sehr verstaérktem Mafe eintritt, 
und nachdem es sich ferner bestatigt hatte, daB zwischen Kohlen- 
siureentwicklung und Phosphatbindung der von Harden und 
Young angegebene Zusammenhang besteht, wurde untersucht, 
ob in einer vorbehandelten Zuckerlésung, welche auf ein Molekiil 
Hexose ein Molekiil PO, enthalt, die gesamte Menge PO, ge- 
bunden wird. Dies wiirde darauf hindeuten, daf in einer solchen 
Loésung, entgegen dem, was wir friiher annahmen!), das gesamte 
Kohlenhydrat durch Vorbehandlung umgewandelt wird und zur 
Veresterung geeignet ware. 

Der Versuch zeigte, daf dies nicht der Fall war. 

Bei 40—50° im Vakuum getrocknete Bierhefe wurde mit 
der 5fachen Menge Wasser 3 Stunden lang bei 27° extrahiert. 
(Extrakt A.) 


25 ccm Extrakt A -++ 10 ccm Wasser + 5 ccm 10°%/oige Lésung 
von Na,HPO, + 12 ccm H,O + 0,5 cem Toluol. 














-+- 10 ccm reine Glukose. +- 10 ccm vorbehandelte Glukose. 
Minuten | & MésF,0; 10° Minuten | & MgsP.0, - 10° 
| in 10 ccm in 10 ccm 
0) | 569 0 562 
144 543 147 bd 
296 529 300 507 
415 515 420) | 480 








Versuchstemperatur war 17°. 





') Euler und D. Johansson, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 347, 1912. 
*) Euler und Th. Berggren, Zeitschrift fiir Garungsphysiclogie, 
Bd. 1, S. 203, 1912. 


ee 





He RRR WRAL AR ULI Ot 


197 


Uber die Reaktionsphasen der alkoholischen Girung. 


Nach Harden und Young sind zur Priifung der von 
Lebedew geauferten Garungshypothese folgende Versuche mit 
Extrakt von Miinchener Hefe (Schroder) ausgefiihrt worden: 


Versuch 1. Zwei Gemische mit je 20 ccm Macerationssaft, 0,5 g 
Fruktose enthaltend, wurden im Brutschrank angesetzt und ihre Girung 
beobachtet. Es wurde ein Maximum von 28 ccm pro 5 Min. erreicht, das 
nach 25 Min. auf 5 ccm und nach 35 Min, auf 1,5 ccm per 5 Min. herab- 
sank. Eine dritte Probe von 20 ccm, der man 2 g iiberschiissigen Zucker 
zugefiigt hatte, ergab denselben Maximalwert, jedoch fiel dieser nur auf 
5 eem in 5 Min. und blieb damit konstant. 

Nach 35 Min. versetzte man die erste Probe mil 0,5 g Fruktose, 
die zweite dagegen nicht — die Girungen hielten an. Die Ergebnisse 
erhellen aus den Spalten 1 der Tabelle, welche die Anzahl Kubikzenti- 
meter CO, per Minuten angibt. 

Versuche 2. 90 ccm Hefesaft wurden mit 5 g Fruktose und 15 ccm 
einer 0,3 molaren Lésung Na,HPO, im Thermostaten angesetzt, bis alles 
freie Phosphat verschwunden und der Uberschufi an Zucker aufgebraucht 
war. Aus diesem Gemisch wurden zwei Portionen von je 20 ccm ent- 
nommen, die eine wurde mit 5 ccm Wasser, die andere mit 5 ccm, 1 g 
Fruktose enthaltend, versetzt. Die Resultate sind unter Nr. 2 in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. 





Minuten l 1 . 2 
nach Zusatz | mit Fruktose ohne Fruktose} mit Fruktose johne Fruktose 
5 13,4 1,5 11,6 1,7 
10 5,6 1,2 5,6 1,4 
15 4.9 1,3 5,0 1.6 
20 5,3 1,4 5,1 1,4 
25 5,3 1,3 4,7 1,6 
4) 4.8 1,4 44 1,8 
45 5,0 1,4 4,5 1,7 














Der dritte Versuch wurde in der folgenden Weise angestellt. Drei 


Portionon von je 15 ccm Macerationssaft wurden mit 0,5 g Glukose wie 
vorher im Brutschrank angesetzt. Sobald die Girung von dem Maximum 
von 19 ccm per 5 Min. heruntergegangen war und sich 20 Min. auf diesem 
Wert erhalten hatte, wurden 3 Parallelversuche angestellt, in welchen zu 


obiger Lésung zugesetzt wurde: 


zu 1. 10 ccm neutralisierte Lésung von Hexosephosphorsiure (0,5 g Saure 
in 100 ccm), 

>» 2.15 » der obigen Hexosephosphatlésung, 

> 3.10 » Hexosephosphat + 0,5 g Glukose. 
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Die per 5 Min. entwickelten Kubikzentimeter CO, waren: 























Minuten nach Zusatz 1. 2. 3. 

5 2,9 2,5 9,7 
10 2,3 2,2 3,8 
15 2,0 1,9 3,7 
20 1,6 1,6 4,3 
25 1,6 1,7 3,7 
30 1,5 1,5 3,8 
35 1,5 1,5 3,8 











. B. Versuche mit Trockenhefe. 


Versuche, bei welchen Trockenhefe in der Zuckerlésung 
aufgeschwemmt ist, machen bedeutend grdSere Schwierigkeiten, 
wenn man gleichzeitig die entwickelte Menge Kohlenséure und 
die gebundene Menge Phosphat bestimmen will. Harden und 
Young (Zentralbl. Bakt. (II) 26, 178; 1910) geben einen Versuch 
mit Zymin an, bei welchem nur die Menge der entwickelten 
Kohlensaure und die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt wurde, 
nicht aber die Geschwindigkeit der Phosphatbindung. 

Wir arbeiteten folgendermafen: Zu jedem Versuch wurden 
etwa 6 Kolben angesetzt, welche mit Wasser und Trockenhefe, 
eventuell mit Toluol im Thermostaten bei 27° etwa eine halbe 
Stunde verweilten und dann mit der Phosphatlésung versehen 
wurden. Unmittelbar darauf wurde die Zuckerlésung zugesetzt, 
wodurch also die Reaktion begann. Alle L6sungen waren mit 
CO, gesiattigt. Unmittelbar nach Zusatz des Zuckers wurden 
die Kolben durch Kapillarréhren mit Gasbiretten verbunden. 
Dieselben waren mit Quecksilber gefiillt, und der Gasraum der 
Kolben befand sich staéndig unter einem Unterdruck von etwa 
150 mm. Nach geeigneten Zeitintervallen wurde nach Aufhebung 
der Ubersiittigung durch Schiitteln das Volumen des aus einem 
Kolben entwickelten Gases abgelesen, und der Kolbeninhalt mit 
10 cem Ammoniak versetzt, um die Reaktion abzubrechen. In 
10 cem der abfiltrierten Fliissigkeit wurde dann die freie Phos- 
phorsiure in der gewohnlichen Weise bestimmt. Die so er- 
haltenen Reaktionskurven sind also das Ergebnis aus 6 Einzel- 
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versuchen und demgema8 sind die Abweichungen der einzelnen 
Bestimmungen voneinander erheblich gré8er, als wenn Proben 
aus ein und derselben Losung entnommen werden koénnen; 
diesen Umstand moéchten wir besonders hervorheben. 
Anderseits wird aber durch unsere Versuchsanordnung ein 
eindeutiges Endergebnis gesichert. 


5. 
Hefe bei 30—40° im Vakuum getrocknet. 
In jedem Kolben befindet sich: 


2 g Trockenhefe, 5 ccm Wasser, 
10 ecm 10°/oige Lésung von Dinatriumphosphat | Mischung 
+. 12 H,0, M 
25 cem 16°/oige Glukoselisung 
5a) Mischung M (ohne Toluol). 








| 


| lg Mg,P,0, 1 


- . wo it : 
Min. ecm CO, Aquiv. CO, Aquiv. PQ, b/ 


z Mg,P,0; - 104 v/a 

















| | in 10 cem gebunden a b | 
oj — | m7 | 0 i - 
123 | 20 508 239 0,82 1,09 | 1,33 
193 35 329 418 1,44 1,88 1,30 
204 50 190 557 2,06 2,51 1,22 
236 | 75 44 703 3,08 3,18 | 1,03 














5b) Mischung M + 0,2 cem Toluol. 





























Min, a CO, g Mg,P,0, - 10‘ Mg,P,0, - 104|/Aquiv. CO, |Aquiv. PO, hile 
| in 10 ccm gebunden a b 

ao 711 0 - les tek 
145] 15 508 203 0,62 0,91 | 1,46 
217 | 25 389 322 103 | 1,45 | 1,41 
112 | 30 308 403 123 | 181 | 1,47 
340 | 40 207 504 164 | 297 | 1,38 
141} 50 163 420 | «SCs 205 | 251 | 1,22 
232 | 75 | ca. 30 681 307. | 3,07 | 1,00 





Bemerkenswert ist unter den Ergebnissen der eben mit- 
geteilten Tabellen die stetige Abnahme der Quotienten b/a, 
also des Verhiltnisses zwischen gebundenem Phosphat und 
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entwickelter Kohlenséure, welches nach der Harden-Young- 
schen Formel den Wert! haben soll. Diese offenbar fiir das 
Verstaéndnis des Garungsvorganges wichtige Tatsache wird in 
einem anderen Zusammenhange naher diskutiert werden. Hier 
sei nur darauf hingewiesen, da der gesamte Quotient den 
von der Theorie geforderten Wert 1 annimmt, sobald 
der UberschuB an Phosphat verschwunden ist; die Ab- 
nahme der Werte b/a hiangt also offenbar mit dem von Harden 
und Young gefundenen!) verzdgernden Einflu{ zusammen, 
welchen tberschiissiges Phosphat auf die Entwicklung der 
Kohlenséure ausiibt. Die genannten Forscher haben diese Ein- 
wirkung eingehend studiert,?) aber bis jetzt noch nicht er- 
klaren k6nnen. 
6. 

In folgendem Versuch befanden sich in jedem Kolben: 
2 g Trockenhefe, 10 cem Wasser, 5 ccm 10°/oige Phosphat- 
l6sung und 0,2 cem Toluol und 25 ecm 16°/oige Glukoselésung. 
Die Phosphatanalysen beziehen sich in diesem Versuch aus- 
nahmsweise auf 20 ccm Lésung. 

Dieser Versuch enthielt also nur die halbe Phosphatmenge 
des vorhergehenden; dies hatte zur Folge, da8 hier die Gérung 
und Phosphatbindung sofort eintrat, wahrend im Versuch 5 
etwa 100 Minuten bis zum Eintritt der Garung verstrichen. 


























Min. —*. g Mg,P,0, - 104g Mg,P,0, - 10*/Aquiv. CO,/Aquiv. PO, a/b 
| in 20 ccm gebunden a b | 
ot 810 a me a me 
12 | 10 548 262 0,44 0,59 | 1,44 
19 20 190 620 0,82 1,39 1,69 
23 | 30 117 693 1,23 1,56 | 1,27 
28 40 73 737 1,64 1,66 1,01 
ra 


Es wurde statt der bei 30—40° im Vakuum getrockneten 
Hefe eine bei Zimmertemperatur getrocknete Hefe angewandt 


‘) Proc. Roy. Soc., Bd. 80, S. 299, 1908. 
*) Proc. Roy. Soc., Bd. 81, S. 336, 1909. 
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und kein Toluol zugesetzt. Dadurch wurden etwas andere 
Resultate erhalten, insofern nun mehr als die mit der ge- 
bundenen Phosphorséure dquivalente Menge Kohlensiure ent- 


wickelt wurde. 
Fiillung der Kolben wie oben, aber ohne Toluol. Die 


Phosphatanalysen beziehen sich auf 20 ccm. 








- 10g Mg,P,0O, - 104 Aquiv. CO, Aquiv. PO, 














Min. leer co, \8 Me.P 20; a/b 
| | in20ccem | gebunden | a | b | 
0; — 70 | — | — | — | — 
8 | 15 542 | 228 0,62 0,51 | 0,82 
12} 20 177 =| 893 082 066 | O81 
14 | 2% 426 344 103 | 0,77 | 0,75 
17} 30 | 363 407 1.23 | 0,92 | 0,75 
27 | 50 252 528 2,05 | 1,18 | 0,58 
39 | 80 120 | 650 328 | 146 | 0,45 





Bei diesem Versuch, welcher also ohne Toluolzusatz aus- 
gefiihrt wurde, ergeben sich Werte von b/a, welche kleiner 
sind als 1. Diese Tatsache erklirt sich dadurch, dab ohne 
Toluol eine sehr erhebliche Hydrolyse des gebildeten 
Kohlenhydratphosphates eintritt, welches im Verlauf 
der Reaktion der Phosphatbindung entgegenwirkt und 
so die Menge des gebundenen Phosphates vermindert. 
Zu Beginn der Reaktion ist diese Hydrolyse am geringsten, 
da der Uberschu8 des Phosphates die Hydrolyse hemmt. ') 


8. 

Die folgenden Versuche unterscheiden sich von den vor- 
hergehenden dadurch, daf nicht mehr ein grofer Uberschub 
von Zucker zur Vergarung kam, sondern auf ein Molekiil Phosphat 
genau ein Molkiil Zucker. Es sollte besonders ermittelt werden, 


ob bei der Vergiarung einer solchen Mischung die Glukose 
vollstandig verschwunden ist, sobald das Phosphat vollstandig 





1) Beziiglich der Wirkung des iiberschiissigen Phosphates vgl. Harden 
und Young, Proc. Roy. Soc., Bd. 80, S. 305, 1908. 
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verestert ist, und ferner, ob hier gebundenes Phosphat und 
auftretende Kohlensiure in Ubereinstimmung mit der Garungs- 
gleichung von Harden steht. 

In jedem Kolben befanden sich: 

3 g Trockenhefe (getrocknet bei 30—40°), 20ccm Wasser, 
10 ccm Phosphatlisung, 10 cem 6°/oige Glukosel6sung; kein 
Toluol. 





'g Mg,P, 0, - 104|g Mg,P,0,, 104 Aquiv. CO, Aquiv. PO,| b/a 








Min. icem CO, | | 
| | in20ccm | gebunden | a | b 

o}; — 748 CO ae _ as 
7 15 415 333 0,62 1,50 2,42 
y 30 261 487 1,23 2,19 1,78 
12 40 230 | 518 1,64 2.33 1,42 
16 | 60 131 | ~~ 617 2,46 2.77 | 1,12 
21 75 311 437 — — _ 
32 | 110 446 302 — — — 
82 | 180 743 | 5 ; o— — — 

















Wie aus der Tabelle hervorgeht, verschwindet das freie 
Phosphat vollstaéndig, sondern nimmt von einem gewissen Zeit- 
punkt an wieder zu. Dies beruht darauf, daf der bereits ge- 
bundene Kohlenhydratphosphorsdureester wieder gespalten wird. 
Diese Riickbildung des freien Phosphates tritt in erster Linie 
dann ein, wenn das Reaktionsgemisch kein Toluol oder anderes 
antiseptisches Mittel enthilt, wie schon friiher von uns ange- 
stellte Versuche (diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 178, 1912) er- 
geben haben. Ferner scheint diese Spaltung in Abwesenheit 
von Zucker in stirkerem Mae einzutreten, als wenn Uber- 
schu8 von Zucker vorhanden ist. 

Der Einflu8 des Toluols geht auch aus folgendem ‘Ver 
such hervor: 


9 a) 


Versuchsbedingungen wie 8. Zusatz von 2 ccm Toluol 
zu 40 ccm Ldosung. 
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[| TT SS 


g Mg,P,0, - 10¢ 








Minuten ccm CO, ‘ 
| in 10 ccm 
0 m | 767 
7 a 15 | 324 
13 | M) | 122 
26 60 | 37 
59 | 80 89 
116 105 | 164 


Zunichst ist darauf hinzuweisen, daB die Reaktion trotz 
der sehr erheblichen Menge Toluol mit nicht unbedeutender 
Geschwindigkeit verliuft. Die Rtickbildung des freien Phos- 
phates ist, wie man sieht, viel geringer als im Versuch 8a 
ohne Toluol. 

Ubrigens wird die Riickspaltung schon durch geringere 
Mengen Toluol erreicht, wie aus folgendem Versuch hervorgeht: 


9b) 


2,5 g Trockenhefe in 40 ccm Mischung wie im Versuch 8. 
Zugesetzt 0,3 ccm Toluol. 














Minuten | com CO, g Mg,P,0, - 10¢ 
in 10 ccm 
’ “ 732 
23 20) 381 
26 30 221 
33 | 4) 147 
36 | 60 | 126 
98 | 100 | 202 
4 
9c) 


Wie auch aus den Versuchen 9a schon hervorgeht, ist 
in Gegenwart von Toluol die Kohlenséiureentwicklung stark 
verzogert, sobald der Zucker an das Phosphat gebunden ist. 
In Abwesenheit von Toluol geht dagegen die Kohlensiiure- 
entwicklung weiter. 
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ecm CO, 
Minuten NUE "a Eee gael " erie 
ohne Toluol | mit 0,2 ccm Toluol 

15 60 60 
25 88 78 
3d 110 90 
D0 144 106 
60 164 114 
80 180 125 








Es ergibt sich also als allgemeines Resultat, dafB die 
enzymatische Spaltung des Kohlenhydratphosphor- 
siureesters durch antiseptische Mittel wie Toluol 
stark gehemmt wird. 

10. 


Wenn die Kohlenséureentwicklung und die Phosphat- 
bindung so verkniipft sind, daf auf 1 Molekiil gebundenes 
Phosphat 1 Molekil entwickelte Kohlenséiure kommt, so mu 
aller Zucker verschwunden sein, wenn alles Phosphat gebunden 
ist. Die Abwesenheit des unveranderten Zuckers kann durch 
die optische Drehung der Lésung konstatiert werden. 

3 Kolben wurden in derselben Weise gefillt wie im 
Versuch 9a. Toluolzusatz 0,5 ccm. 

















. Mg,P,0, - 104 Drehung im 
M ' C § Mgok2VU, 8 
—_— ali in 10 ccm 50 mm-Rohr 
0 wl 761 0,65° 
20 | 50 105 0,36° 
23 | 60 62 0,31° 
Drehung des Extraktes von 3g Trockenhefe in 50 ccm 
H,O 0,32°. 
Drehung von 40 cem 6°/oiger Glukoselésung +- 40 ccm 
H,O 0,35°. 


Die Drehung der urspriinglichen Lésung, 0,65°, setzt sich 
zusammen aus derjenigen des Zuckers, 0,35, und derjenigen 
der aus der angewandten Menge Trockenhefe gelésten Stoffe, 
besonders des Eiweifes, 0,32. Korrigiert man fir letztere, so 
betrug die Drehung des in der Lésung enthaltenen Zuckers 
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— 0,01°, ein Wert, der vollstindig im Bereich der Versuchs- 
fehler liegt. 

Es zeigt sich also, dab, wenn die Phosphorsaure gebunden 
ist, wirklich alle Glukose verschwunden ist. 


11. 


Zur Beurteilung der vorhergehenden Versuche ist es 
wesentlich, den Grad der unter den eingehaltenen Bedingungen 
eintretenden Selbstgirung der Hefe zu kennen. Wir fiihren 
folgende Versuche an: 

Cn __________ 











—— _— cem CO, “ — 
Mi- | 3 g Trockenhefe | 3 Trockenhefe| 3 g Trockenhefe 
10 ccm 6°/oige Glukose 30 aan H.O 10 ccm 0,3 mol. Na,HPO, 
nuten/30 =» H,O ca 2 30 » H,O 
2 » Toluol /2 » Toluol | 2 » Toluol 
20 17 12 2,4 
40) 27 21 _ 
70 39 32 19 
100 48 43 “= 
150 64 60 50 











Die hier tabellierten Zahlen sind in mehrfacher Hinsicht 
bemerkenswert. Zuniichst ist darauf hinzuweisen, daB bei An- 
wendung der obigen Menge Trockenhefe und in Gegenwart 
von Toluol die Kohlensaéureentwicklung in Abwesenheit von 
Glukose nahezu ebenso stark ist wie bei Zusatz von 0,6 g Glu- 
kose. Es tritt also mit Trockenhefe eine aéhnliche Erscheinung 
ein, wie die, welche wir vor kurzem bei Versuchen mit lebender 
Hefe gefunden haben. (Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 180; 1912.) 

Besonders auffallend ist aber, dab, wie die letzte Spalte 
der obigen Tabelle zeigt, die Selbstgirung der Trockenhefe 
durch zugesetztes Phosphat anfangs sehr stark gehemmt wird, 
daB aber diese VerzO6gerung nach einiger Zeit abnimmt und 
schlieBlich zu verschwinden scheint. Wir werden auf dieses 
Phanomen noch zuriickkommen und erwahnen nur, dab nach 
unseren neueren und auch nach friiheren Versuchen ein Uber- 
schuB von Phosphat die Veresterungsgeschwindigkeit herabsetzt. 
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12. 

Im folgenden Versuch ist zur néheren Untersuchung der 
Selbstgérung in Gegenwart von Phosphat auf 3 g Trockenhefe 
nur 5 ccm 0,3- (10°/oige) Natriumphosphatlé6sung angewandt 
worden. Gleichzeitig mit der Gérung wurde die Phosphat- 
bindung verfolgt. 

Die 3g Trockenhefe wurden zunachst mit 25 ccm Wasser 
und 0,5 ccm Toluol waéhrend einer Stunde im Thermostaten 
belassen und dann mit der Phosphatlésung versetzt. 

















Minuten | cem CO, g Mg,P,0, - 104 
| in 10 ccm 
" — | 450 
1¢ | 15 296 
45 | 40 200 
‘ 5d 265 








Es tritt also auch ohne Zusatz von.Zucker eine 
bedeutende Phosphatbindung ein. Fiir die Zeit 14 Mi- 
nuten entspricht die entwickelte Kohlensaure (0,62 mg-Aquiv.) 
angeniihert dem gebundenen Phosphat (0,55 mg-Aquiv.) Fir 
die anderen Zeiten ist eine solche Ubereinstimmung nicht zu 
erwarten, da sich bereits die Riickspaltung des Kohlenhydrat- 
phosphates bemerkbar macht. 

Es fragt sich nun, in welcher Form das von der Hefe 
gelieferte Kohlenhydrat in der Trockenhefe enthalten ist. Die 
in obigem Versuch verbrauchte Phosphatmenge entspricht etwa 
0,15 g Zucker, wonach die Hefe 5°/oig in bezug auf dieses 
Kohlenhydrat ware. Es wurde nun die gleiche Menge Hefe 
mit 200 ecm hei®en Wassers extrahiert, also unter Ausschluf 
von Enzymwirkungen. Im Filtrat wurde der Zucker nach 
Pavy titriert, wobei eine Reduktion erhalten wurde, welche 
0,025 g Traubenzucker entspricht. Es konnte also nur '/. des 
vergorenen Zuckers in Form von Hexosen extrahiert werden. 
Die Drehung dieses Extraktes betrug im 200 mm-Rohr 0,45°. 

Da8B dieser Extrakt ein Disaccharid enthalten hat, ist sehr 
unwahrscheinlich, und es ist also anzunehmen, daf der in 
obigem Versuch vergorene bezw. gebundene Zucker wahrend 
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der beobachteten Reaktionen aus hdheren Kohlenhydraten, 
vermutlich Glykogen und Dextrinen gebildet worden ist. Eine 
Garung wurde bekanntlich auch bei Versuchen mit Hefeprefsaft 
beobachtet, welche ohne Zusatz von Zucker angestellt worden 
waren (Harden u. Young, Proc. Roy. Soc., Bd. 80, 5. 305, 1908). 


C. Versuche mit lebender Hefe. 


In 6 Proben wurden je 6 g lebende Hefe in 10 ccm 
40°/oiger Rohrzuckerlosung mit 0,2 ccm Toluol !/2 Stunde 
stehen gelassen. Hierauf wurden 10 ccm 20°/oige L6sung von 
Na,HPO, -+- 12 H,O zugesetzt. Nach geeigneten Zeitintervallen 
wurde jede Probe mit 20 ccm 2-norm. Ammoniak abgebrochen. 
Die Phosphorsdureanalysen wurden an je 5 ccm Loésung aus- 
gefihrt. Versuchstemperatur 27°. 


























Mi- | om co, 8 Mg,P,0; -104\g Mg,P,0, - 10*/Aquiv. CO,|Aquiv. PO, b/a 
nuten in 5 ccm gebunden a b 
0 0 773 0 ~ -- -- 
39 30 719 54 1,23 0,39 0,32 
64 60 651 122 2,46 0,88 0,36 
70 80 55d 218 3,28 1,61 0,49 
8d 110 457 316 4,51 2,27 0,50 
97 140 317 456 5,74 3,28 0,57 
106 160 238 535 6,56 3,85 0,59 


Ein ganz analoger Versuch wurde mit 12mal so grofen 
Mengen Hefe und Lésungen angestellt. Gegen Ende des Ver- 
suchs wurden fiir die gebundene Phosphorséure und die ent- 
wickelte Kohlensaéiure folgende Werte gefunden: 

















Mi- ccm CO, lg Mg,P,0, - 104g Mg,P,0, - 104|Aquiv. CO,'Aquiv. PO,| b/a 
nuten in 5 ccm gebunden a b 
77 | 1850 | 48 316 75,8 | 59 0,78 








a den bei diesen Versuchsreihen erhaltenen auffallend 
kleinen Werten der Quotienten b/a soll einstweilen nur be- 
merkt werden, dai die Reaktion in Gegenwart eines grofen 
Uberschusses an Zucker stattgefunden hat. 

Man kann in diesen Fallen die Versuchszahlen in der 
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Weise berechnen, dai man nicht die absoluten Mengen der 
entwickelten Kohlenséure in Betracht zieht, sondern, wie dies 
Harden und Young tun, den Mehrbetrag, welcher per Zeit- 
einheit durch die Gegenwart des Phosphates hervorgerufen 
wird. Dies soll auch gelegentlich einer an anderer Stelle 
folgenden ausfiihrlichen Diskussion des Giérungsmechanismus 
geschehen. Immerhin mag betont werden, dai uns die Harden- 
sche Berechnungsweise ein weniger deutliches Bild der Garungs- 
vorginge zu geben scheint, als die obige. 


Zusammenfassung. 


Als Hauptergebnis unserer Versuche kann angegeben 
werden, daB sich die Harden-Youngsche Giarungs- 
gleichung in weitem Umfange bestiatigt; d. h. die Menge 
der entwickelten Aquivalente CO, und des gebundenen Phos- 
phates stehen unter Einhaltung gewisser Vorbedingungen im 
konstanten Verhialtnis 1. 

Dagegen ist der Mechanismus der Girungsvorgiinge noch 
nicht aufgeklirt, ebensowenig wie der Wirkungsbereich der 
einzelnen Gérungsenzyme. 

Fiir die Weiterentwicklung der Garungstheorie sind, ab- 
gesehen von der Aquivalenz der entwickelten Kohlensiure und 
des gebundenen Phosphates, folgende Tatsachen in erster Linie 


in Betracht zu ziehen: 
Die Girung beginnt mit einer enzymatischen Umwand- 


lung der Hexosen in ein Kohlenhydrat, welches mit Phos- 


phaten verestert werden kann. 
Die mit der Veresterung verkniipfte Kohlenséureentwick- 


lung wird durch tiberschiissiges Phosphat gehemmt. (Harden 


und Young.) 

Diese durch Phosphate beeinflu{te Garung wird “durch 
Zusatz von Fruktose beschleunigt. (Harden und Young.) 

Neben dem Hexosediphosphat wird noch ein Triose- 
monophosphat gebildet. 

Die von Harden und Young nachgewiesene enzyma- 
tische Hydrolyse des Kohlenhydratphosphorsaureesters wird 


durch Toluol stark gehemmt. 








Uber Betonicin und Turicin. 
Von 


A. Kiing und G. Trier. 


{Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Kantonsschule Solothurn (Schweiz). 
(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1913.) 


I. Theoretischer Teil. 


Im Verlaufe der Untersuchungen von E. Schulze und 
seinen Mitarbeitern tiber die in den Pflanzen vorkommenden 
Betaine!) wurden zwar die schon friiher bekannten Vertreter, 
das Glykokollbetain und das Trigonellin, in mehreren neuen 
Fallen nachgewiesen, dagegen gelang es lingere Zeit nicht, 
neue Fundorte des Stachydrins zu erhalten, bis dasselbe end- 
lich in Chrysanthemum cinerariifolium, dann in Citronenschalen 
und in einer den Stachysarten nahestehenden Labiate, Gale- 
opsis grandiflora, nachgewiesen werden konnte. In mehreren 
anderen Labiaten konnte kein Betain gefunden werden, wes- 
halb wieder zu den Stachysarten zuriickgegriffen wurde. In 
der Tat ist es gelungen, in einer derselben, Betonica officinalis, 
das Stachydrin zu finden. Seine Isolierung wurde aber durch 
das gleichzeitige Vorhandensein anderer, bisher noch unbe- 
kannter Betaine erschwert. Ahnliche Verhiiltnisse zeigten sich 
bei einer andern Stachysart, Stachys silvatica, wo neben Trigo- 
nellin die allem Anscheine nach gleichen neuen Betaine sich 
vorfanden. 

Die neuen Basen wurden zunichst nur in minimalen 
Mengen gewonnen. Es hatte sich zwar gezeigt, dal jene 
Stachysarten betainartige Basen in verhiltnismabig grober 
Menge fiihrten, doch gelang es in den ersten Versuchen nur 
eine derselben, das Betonicin, als Chlorhydrat in schon 
krystallisiertem Zustande zu isolieren. 

Weitere Versuche zeigten, daf die neuen Betaine zum 
Unterschied von den bisher bekannten sich in absolutem Alkohol 


') Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 233; Bd. 65, S. 293; Bd. 67, S. 46, 
59 und 324; Bd. 71, S. 174; Bd. 76, S. 258; Bd. 77, S. 290; Bd. 79 
S. 235 und 243, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 14 
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schwer lésten. Dieses Verhalten wurde praparativ verwertet, 
und bei einer neuen Untersuchung mit groBerer Materialmenge 
wurden auch tatsachlich befriedigende Ausbeuten erhalten. 

Die so gewonnenen Priparate erwiesen sich indessen 
nicht als einheitliche Verbindungen. 

Bevor wir an die Aufteilung des Betaingemisches schritten, 
wurden auch Versuche in synthetischer Richtung ausgefiihrt. 
Nach den Untersuchungen von Schulze und Trier ist das 
Betonicin als ein Oxystachydrin, d. h. ein Oxyprolin- 
betain aufzufassen. 

Mit Zustimmung unseres seither verstorbenen hochver- 
ehrten Lehrers, Herrn Prof. E. Schulze, hat der eine von 
uns, wie in nachfolgender Abhandlung beschrieben wird, das 
nach der Estermethode E. Fischers aus Gelatine gewonnene 
Oxyprolin der Methylierung unterworfen und die erhaltenen 
Priaparate mit jenen verglichen, welche aus dem Gemisch der 
Betaine aus Betonica officinalis erhalten wurden. Die Ver- 
mutung, dafi es sich um Oxyprolinbetaine handle, konnte be- 
stitigt werden. 

Mittlerweile war es uns niémlich gelungen, das Betain- 
gemisch aus Betonica in zwei isomere Basen zu zerlegen, 
nimlich in jene linksdrehende, fiir welche der Name Be- 
tonicin beibehalten werden soll, und in eine zweite, rechts- 
drehende Base, die wir bis auf weiteres als Turicin') be- 
zeichnen. 

Welche von diesen beiden Basen, die sich nur in der 
Art der optischen Drehung wesentlich voneinander unter- 
scheiden, entspricht nun dem Betain des bei der Hydrolyse 
mancher Proteine aufgefundenen Oxyprolins? 

Wie in der folgenden Abhandlung gezeigt werden wird, 
sind sowohl Betonicin wie Turicin als Betaine des natiir- 
lichen Oxyprolins aufzufassen. Bemerkenswert ist, dab 


‘) Leider haben wir zu spat erfahren, dafs sich die bekannte Firma 
Blattmann & Co. in Wadenswil (Schweiz) ein Darmadstringens unter 
gleichem Namen schiitzen lief. Unser Turicin ist zweifellos ohne physio- 
logische Wirkung wie alle bisher bekannten Betaine und steht dem 
Blattmannschen Praparat durchaus ferne. Eine Verwechslung diirfte 
deshalb kaum médglich sein. 
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bei der erschépfenden Methylierung von Oxyprolin 
({a]}p = — 81,04°) dasselbe Gemisch rechts- und links- 
drehender Betaine erhalten wurde wie in Betonica 
officinalis; und die Trennung des Gemisches fiihrte 
zu Verbindungen, die dem Betonicin und Turicin 
vollkommen entsprechen. Es muf also wohl der Methylie- 
rung eine Racemisierung vorausgegangen sein. 

Aus den nunmehr bekannten Eigenschaften der beiden 
Verbindungen Betonicin und Turicin ergibt sich auch eine 
zwanglose Erklérung dafiir, dafS Schulze und Trier bei 
Stachys silvatica ein rechtsdrehendes, bei Betonica hingegen 
ein linksdrehendes Oxyprolinbetain angetroffen hatten. 

Die Sachlage war folgende: Bei der ersten Darstellung 
der beiden Betaine aus den beiden Stachysarten wurden nur 
die in Alkohol schwer loslichen Chloride isoliert, d. h. es 
wurde nur ein Teil des Betonicinchlorhydrates gewonnen, 
wihrend der Rest mit dem in Alkohol leicht léslichen salz- 
sauren Turicin und vielleicht noch andern Verbindungen in 
den Tonteller eingegangen waren. Bei den spateren Darstel- 
lungen, wo auf die Isolierung der Verbindungen in Form der 
freien Basen abgestellt wurde, blieb hauptsichlich das in 
Alkohol besonders schwer lésliche Turicin zuriick, wahrend 
das leichter lésliche Betonicin sich in der Mutterlauge anhiufte. 
Nachtriaglich ist es uns auch gelungen, die freie Turicinbase aus 
der Betainfraktion von Stachys silvatica zu isolieren und 
mit dem Turicin aus der Betonica zu identifizieren, sowohl in 
Form der Base, als auch ihrer Salze. 

Die beiden nunmehr wohlcharakterisierten Pflanzenbasen, 
Betonicin und Turicin, reihen sich in ihren Beziehungen zu 
den Eiweifspaltungsprodukten den pflanzlichen Betainen, Gly- 
kokollbetain, Stachydrin, Hypaphorin') und Herzynin?) voll- 
kommen an. 


‘) M. Greshoff, Medeleningen uit’s Lands Plantentuin, Bd. 7, S. 29 
(1890); Bd. 25, S. 54 (1898). — P. v. Romburgh, Koninkl. Akad. van 
Wetensch. Amsterdam, Bd. 19, S. 1250 (1911). — P. v. Romburgh und 
G. Barger, Transact. of the chem. Soc., Bd. 99, S. 2068 (1911). 

*) Engeland und Kutscher, Zentralblatt fiir Physiol., Bd. 26, 
5. 569 (1912). — Burger und Ewins, Biochemic. Journ., Bd. 7, Nr. 2 (1913). 

14* 
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lI. Die Trennung des Betaingemisches aus Betonica officinalis. 


Aus 30 kg getrockneter «<Herba betonicae» erhielten 
E. Schulze und G. Trier mehr als 30 g eines in kaltem ab- 
solutem Alkohol schwer léslichen Betaingemisches. Obgleich 
das in Chloride verwandelte Basengemisch ungleiche Léslich- 
keit zeigte, wobei eine in absolutem Alkohol schwer ldsliche 
linksdrehende und eine sirupése, offenbar schwach rechts- 
drehende Fraktion erhalten wurde, so gelang es uns doch 
nicht, auf diesem Wege das Betonicin vom Turicin zu trennen 
und rein darzustellen. Bessere Resultate wurden erhalten, als 
wir beide Fraktionen getrennt mit Silberoxyd in die freien 
Basen zuriickverwandelten und dieselben mit gewodhnlichem 
siedendem Alkohol behandelten. Zwar zeigten alle Krystal- 
lisationen Rechtsdrehung, aber die Werte der spezifischen 
Drehung wurden geringer, je mehr die Mutterlaugen einge- 
engt und zur Krystallisation gebracht wurden. Daraus durfte 
der Schluf8 gezogen werden, dafi Betonicin und Turicin als 
freie Basen ebenfalls ungleiche Léslichkeit aufweisen, doch in 
dem Sinne, da’ das Turicin in Alkohol schwerer loéslich ist, 
als das isomere Betonicin, wahrend die Chloride das umge- 
kehrte Verhalten zeigen. Wie aus nachfolgendem Beispiel 
hervorgeht, gelingt es auch in Form der freien Basen nicht 
leicht, das Betonicin vollstindig vom Turicin zu befreien, da- 
gegen lieferte die kombinierte Methode sehr brauchbare Resul- 
tate, wobei folgendermafen verfahren wurde: 

Man loést das Betaingemisch in Form der freien Basen 
in der nétigen Menge siedendem 90—95°/oigem Alkohol, Jabt 
erkalten, saugt von dem ausgeschiedenen schwer ldéslichen 
Turicin ab und wiederholt nétigenfalls denselben ProzeB mit 
den Mutterlaugen solange, als noch erhebliche Rechtsdrehung 
auftritt. Zwar geben auch die linksdrehenden Anteile Krystal- 
lisationen, doch gelangt man sicherer zum Ziele, wenn man 
nun in Chloride verwandelt und die Trennung mit absolutem 
Alkohol weiter fiihrt, wobei in der Regel nach einmaliger Um- 
krystallisation das Betonicin als Chlorhydrat relativ leicht 
rein zu erhalten ist, wahrend noch vorhandenes Turicinchlorid 
in der Mutterlauge zuriickbleibt. 
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Beispiel: Aus 12 g des oben angefiihrten Betaingemisches 
(Basen) mit schwacher Rechtsdrehung ({a]p = -+ 2,1°)') 
wurden folgende Fraktionen erhalten: 

I. Krystallisation = 4g. Mehrere Zentimeter lange, 
flache, durchsichtige, im Exsikkator leicht verwitternde Krystall- 
prismen. Die Substanz wurde einmal aus siedendem Alkohol 
umkrystallisiert und in lufttrockenem Zustande (krystallwasser- 
haltig) im Landoltschen Apparat polarisiert. 

0,8226 g in 6,0ccm Wasser gelést (= 12,05°/o); ap = 
-- 4,37° im 1 dm-Rohr. 

[a|p — =}. 36,26 0, 

Die Base (Turicin) war rein, da sich die optische Drehung 
nach nochmaliger Krystallisation aus siedendem Alkohol nicht 
mehr wesentlich anderte. 1,2600 g in 10,0 ccm Wasser gelést 
(= 11,19°/o); ap = + 4,03° im 1 dm-Rohr. 

lalp = + 36,01°. 

II. Krystallisation. Die Mutterlauge der ersten Krystal- 
lisation gab bei langsamer Verdunstung des LOsungsmittels im 
Exsikkator anders aussehende Krystalle mit schwacher Links- 


drehung. 
0,5004 g lufttrockene Substanz in 6,0 ccm Wasser geldést 
(= 7,69°/o); ap = — 0,43° im 1 dm-Rohr. 


lal}p = — 5,76°. 

III. Krystallisation, aus der Mutterlauge der zweiten 
Krystallisation erhalten, lieferte folgende Drehung: 

0,5236 g in 6,0890 g Wasser gelést (= 7,91°/o); ap = 
— 0,92° im 1 dm-Rohr. 

[alp = — 11,63°. 

Um nun das Betonicin rein zu erhalten, wurden die beiden 
letzten Fraktionen vereinigt, in Chloride verwandelt, scharf 
getrocknet und mit kaltem absolutem Alkohol verrieben. Der 
aus absolutem siedendem Alkohol umkrystallisierte Riickstand 
besteht jetzt beinahe aus reinem Betonicinchlorhydrat, wie 
folgende Bestimmung zeigt: 





") Schulze und Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 242. 








a 
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0,4441 g iiber Chlorcalcium getrocknetes Chlorid, in 
6,0 com Wasser gelést (= 6,89°/o); ap = — 1,64°. 
[alp = 23,80°. 
Das Salz wurde nochmals aus absolutem Alkohol um- 
krystallisiert. 
0,6988 g in 7,4382 g Wasser von 15° geldst (8,58/o), 
s = 1,0247, apn = + 2,18° im 1 dm-Rohr. 


[a] = — 24,79°. 


III. Die Eigenschaften von Turicin und Betonicin. 


l. Die Turicinbase krystallisiert aus gewéhnlichem 
siedendem Alkohol in langen, durchsichtigen, glanzenden, flachen 
Prismen, bei rascher Abkiihlung in feinen glanzenden Nadeln. 
Die Base enthialt ein Molekiil Krystallwasser wie fast alle Be- 
taine. Geschmack siiB. Sie verwittert im Exsikkator aufer- 
ordentlich rasch, wird weif und undurchsichtig. In Wasser 
ist das Turicin sehr leicht léslich. Die Lésung reagiert neutral 
und wird durch Phosphorwolframsaure ausgefiallt. Die Dampfe 
geben starke Fichtenspanreaktion. Nicht hygroskopisch. F. P. 
= 249° (unter Zersetzung). Fir die optische Drehung erhielten 
wir einen héchsten Wert: [a]p = -++ 36,26° (siehe oben), aber 
gewOhnlich etwas tiefere Werte fiir die lufttrockene Substanz. 

1. 0,4296 g Substanz verloren bei 105° 0,0490 g Wasser. 

2. 0,1932 g Substanz (bei 105° getr.): 0,1388 g H,O und 
0,3766 g CQ,. 

3. 0,3142 g Substanz (bei 105° getr.): 25,30 ccm N, bei 
15° und 720 m/m. 


Ber. fiir C,H,,NO, gef. 


C = 52,83 °/o 53,16 °/o. 
Hm 68,17%/le 8,09 °/o. 
N= _ 8,80°%o 8,88 °/o. 


Ber. fiir C;H,,NO, -+-H,O; H,O= 10,17°/o; gef. =11,41°/o. 
Eine Methoxylbestimmung nach Zeisel im vereinfachten 
Strittarschen Apparat ergab keine durch Jodwasserstoff ab- 
spaltbare Methylgruppe, dagegen lieferte eine Bestimmung der 
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an Stickstoff gebundenen Methylgruppen einen auf 2 CH,-Gruppen 
hinlanglich stimmenden Wert. 

Das Chlorhydrat krystallisiert aus siedendem absolutem 
Alkohol bei rascher Bildung in feinen, gliinzenden Nadeln. 
Leichter léslich als das Betonicinchlorhydrat gem Darstellung. 
Reagiert sauer. Z. P. = 223°. Nicht hygroskopisch. Optisch 
aktiv. 

0,4643 g in 6,0 ccem Wasser (7,18°/o); ap = -++ 1,77° 
im 1 dm-Rohr. 

[ajo = + 24,65°. 

Das Goldsalz, erhalten durch Versetzen einer sehr starken 
wisserigen Chloridldsung mit Goldchlorid, fiel als gelbes, kry- 
stallinisches Pulver aus, das, in heifem Wasser geloést, sofort 
prachtvolle Krystalldrusen ergibt; bei langsamer Verdunstung 
erhielten wir lange, schief abgeschnittene, glinzende Prismen. 
2. F. we Sie. 

0,0854 g Substanz gaben 0,0333 g Au. 

Ber. fiir C,H,,NO,, HAuCl,: Au= 39,53 °/o; gef. = 38,997». 

Das Platinsalz wurde ebenfalls krystallinisch erhalten. 
Z. P. = 223° (bei raschem Erhitzen). 

0,0848 g Substanz verloren bei 105° 0,0021 g H,O. 

0,0827 g Trockensubstanz gaben 0,0219 g Pt. 

Ber. fiir (C,H,,NO,),H,PtCl, + H,O; H,O = 2,41°/o: 
gef. = 2,47%/o. 

Ber. fiir (C,H,,NO,),H,PtCl,; Pt == 26,79 °/o; gef. = 26,48 "/o. 


II. Das Betonicin. 


Die freie Base, aus dem Chlorhydrat ({a|p — — 24,79°) 
durch Behandeln mit Silberoxyd erhalten, krystallisiert aus 
Alkohol bei langsamer Verdunstung allem Anschein nach in 
vierseitigen, kurzen, abgestumpften Pyramiden. GemiB® Dar- 
stellung ist die Betonicinbase in Alkohol leichter léslich als 
die isomere Turicinbase. Sie reagiert in widsseriger LOsung 
neutral, schmeckt siif und zersetzt sich, im Kapillarrohr er- 
hitzt, bei 243—244°. Die Dampfe geben intensive Fichtenspan- 
reaktion. Nicht hygroskopisch. Aus gewoéhnlichem Alkohol 











216 A. Kiing und G, Trier, Uber Betonicin und Turicin. 


wurde im Gegensatz zu den tbrigen Betainen eine krystall- 
wasserfreie Verbindung erhalten. 

0,4040 g Substanz in 7,863% g Wasser von 15° gelést 
(= 4,88 °/o), s = 1,0132, ap = — 1,81° im 1 dm-Rohr. 

[a], = — 36,60°. 

Das Chlorhydrat krystallisiert aus siedendem absolutem 
Alkohol in glanzenden Prismen, die sich bei 222—223° zer- 
setzen. Schwerer loéslich in absolutem Alkohol als Turicin- 
chlorid. Reagiert sauer. Nicht hygroskopisch. Optisch aktiv. 

0,6988 g Substanz in 7,4382 g Wasser von 15° geldst 
(8,58 9/0), s = 1,0247, ap = — 2,18° im 1 dm-Rohr. 

[a]> = — 24,79°. 

Schulze und Trier!) fanden ftir ein aus Betonica er- 
haltenes, schwer losliches Chlorid [a]p = — 23,73°. 

Das Goldsalz lést sich in heifem Wasser, ohne lig 
zusammenzuschmelzen, und krystallisiert daraus in mattgelben, 
zu ficherartigen Drusen vereinigten Krystallblattchen. Z. P. 
== G6n”. 

0,2776 g Substanz: 0,1102 g Au. 

Ber. fiir C,H,,NO,, HAuCl,; Au = 39,53; gef. — 39,69. 

Das Platinsalz, aus alkoholischer Chloridlésung durch 
Fallen mit alkoholischer Platinl6sung erhalten, krystallisiert 
aus Wasser in kurzen Prismen. Z. P. = 226° (nach voraus- 
gegangener Sinterung). 

0,0963 g Substanz verloren bei 105° 0,0050 g H,0. 

0,0913 g Trockensubstanz: 0,0238 g Pt. 

Ber. fiir (C,H,,NO,),H,PtCl, +- 2 H,O; H,O = 4,71°/o; 
gef. = 5,19/o. 

Ber. fiir (C,H,,NO,),H,PtCl,; Pt= 26,79 °/0; gef. = 26,07 °/o. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 241. 





Die Synthese des Betonicins und Turicins. 
Von 


A. Kiing. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Kantonsschule Solothurn, Schweiz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1913.) 


Kurze Zeit nachdem Schulze und Trier’) in Betonica 
officinalis ein neues Betain entdeckt hatten, dem sie den 
Namen Betonicin gaben, habe ich im Einverstandnis mit Pro- 
fessor Schulze mit Versuchen in synthetischer Richtung be- 
gonnen. Das Betonicin (als Chlorhydrat isoliert) wurde von 
genannten Forschern als ein Oxystachydrin (Dimethylbetain 
des Oxyprolins) aufgefaft. Die zuerst erhaltene Substanz war 
reines Betonicinchlorid. Spater lieB sich dann zeigen, dab die 
bei einer zweiten Untersuchung erhaltenen Priparate nicht 
einheitlich waren, sondern ein Gemisch zweier entgegengesetzt 
drehender isomerer Basen darstellten, dessen Aufteilung Ge- 
genstand obiger Abhandlung bildete. 

Als Ausgangsmaterial diente mir das QOxyprolin, das 
E. Fischer zuerst unter den Hydrolyseprodukten des Leims?) 
entdeckte. Diese Oxyaminosdure ist seither in einer ganzen 
Reihe anderer Proteine aufgefunden worden. E. Fischer hat 
das Oxyprolin reduziert und dabei a-Prolin erhalten, dessen 
Konstitution bekannt war. Fraglich war noch die Stellung der 
Hydroxylgruppe in Kerne. 

Durch die schédnen Untersuchungen von H. Leuchs und 
seinen Mitarbeitern ist die Konstitution des natirlichen Oxy- 
prolins als die eines y-Oxyderivates der Pyrrolidin- 
a-carbonsdure %) einwandfrei bestimmt worden. Als Ausgangs- 
material fiir die Synthese diente der -Chlor-y-valeronlacton- 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 258 (1912), und Bd. 79, &. 235 (1912). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 2660 (1902). 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 38, S. 1937 (1905); Bd. +1, 
S. 1726 (1908); Bd. 45, S. 1962 (1912); Bd. 46, S. 986 (1913). 
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a-carbonsdureester. Dieser wurde chloriert und in das a,d-Di- 
chlor-valerolacton verwandelt, das mit wiésserigem Ammoniak 
zwei stereoisomere y-Oxy-a-proline (a und b) lieferte. 


CICH, - CH - CH, - CH - COOC,H, CICH, - CH. CH, - CCl. COOC,H, 


‘ 
—_—> 


o—— CO 0—— Co 
> CICH, - CH - CH, - CCl- COOH CICH, - CH- CH, - CH - Cl 
0 CO 0———co 
CH(OH) — CH, 
> 7 ted 
CH, CH COOH 
Pi ee 
H 


Die Spaltung des Racemkorpers gelang durch Uberfiihrung 
der a-Form in die saure Verbindung mit Phenylisocyanat, 
welche tiber das Chininsalz zum gewiinschten Ziele fiihrte. 

Meine synthetischen Versuche haben die Auffassung 
von Schulze und Trier bestatigt, daf das von ihnen ent- 
deckte neue Betain tatsiichlich als ein Oxyprolinbetain zu be- 
trachten ist. Bei der erschépfenden Methylierung von natiir- 
lichem Oxyprolin wurde sogar dasselbe Gemisch links- und 
rechtsdrehender Verbindungen erhalten, wie es im Rohbetain 
aus Betonica officinalis vorlag, und dieselbe Trennungsmethode, 
welche wir zur Aufteilung jenes Gemisches pflanzlicher Betaine 
beniitzten, hat auch die Trennung des synthetischen Betonicins 
vom Turicin in dem Gemenge ermdglicht. 

Endlich wurden die synthetischen Praparate mit den na- 
tiirlichen und ihren Derivaten verglichen und in allen Teilen 
als identisch befunden. 

Das Betonicin ist dem Turicin isomer. Obwohl die 
Werte fiir die spezifische Drehung sowohl in Form der Chlo- 
ride, als auch in Form der freien Basen den Anschein er- 
wecken, als lige Spiegelbildisomerie vor, so erscheint den- 
noch diese Annahme nicht berechtigt, da beide Basen und 
ihre Derivate zu verschieden aussehen und ungleiche Léslich- 
keit aufweisen. Die Chlorhydrate zeigen allerdings groBe Ahn- 
lichkeit, aber da keine krystallographischen Messungen ge- 
macht wurden, so kann hiertiber auch nichts Bestimmtes an- 
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gegeben werden. Vielleicht ist von den beiden asymmetrischen 
Kohlenstoffatomen nur ein Atom racemisiert worden. Welcher 
Art die Isomerie zwischen Betonicin und Turicin ist, soll noch 
genauer untersucht werden. Es ist deshalb richtiger, die beiden 
Basen mit verschiedenen Namen zu bezeichnen. 

Die Beschaffung des notwendigen Oxyprolins bietet keine 
erheblichen experimentellen Schwierigkeiten, doch bedarf es fiir 
dessen Isolierung eines recht umstandlichen Scheidungsver- 
fahrens, das von E. Fischer ausgearbeitet wurde, und dessen 
ich mich stets bediente. 

Ich habe in zwei getrennten Operationen je 500 g reinste 
Gelatine (Marke Golddruck) mit konzentrierter Salzsadure hydro- 
lvsiert, auf bekannte Weise verestert, in der Kiilte das Glyko- 
koll als in absolutem Alkohol schwer lésliches Estersalz ab- 
geschieden und die ubrigen Ester in alkalischer LOsung mit 
Ather ausgeschiittelt. Man siiuert die von den Kstern teilweise 
befreite Lésung an, dampft wieder ein (Vakuum), und ent- 
fernt die massenhaft auskrystallisierenden anorganischen Salze 
durch Mazerieren mit absolutem salzsiurehaltigem Alkohol. 
Nun wird die Veresterug usw. nochmals in gleicher Weise 
durchgefiihrt. Den wisserigen Riickstand befreit man durch 
mehrmaliges Eindampfen von einem Teil der Salzséiure und 
entfernt den Rest durch Silber. An Stelle von Silbersulfat 
trage ich frisch gefalltes Silberoxyd in die schwefelsaure L6- 
sung ein.!) Schwefelwasserstoff fallt das in Losung gegangene 
Silber und Phosphorwolframsaure (fiir 1000 g Gelatine ca. 1 
bis 11/2 kg) endlich die Diaminosaéuren. Nachdem das Filtrat 
der Lésung von Baryt und Schwefelsiure befreit ist, wird 
eingeengt, wobei das Oxyprolin in der Regel rasch auskrystal- 
lisiert. Die Ausbeute an Rohprodukt vom Schmelzpunkt 252 
bis 255° betrug aus den ersten 500 g Gelatine 24 g, aus der 
zweiten Hialfte erhielt ich noch etwas mehr, dafiir war das 
Praéparat nicht so rein wie das erste. Einmaliges Umkrystalli- 
sieren aus Wasser geniigte, um ein reines Oxyprolin vom 
Schmelzpunkt 270° zu erhalten, das in prachtvollen, flachen, 


1) Statt Silbersulfat laft sich auch Bleioxyd verwenden (H. Leuchs). 
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schief abgeschnittenen, rhomhischen, durchsichtigen Tafeln 
auskrystallisiert. Zur Kontrolle wurde die Substanz noch im 
polarisierten Lichte untersucht. ') 

1,2882 g Subst. in 50,4704 g Wasser (2,49°/o); s = 1,009. 


a, = — 4,26° im 2,2 dm-Rohr. 
[a|,, = —77,05° (E. Fischer fand [a];” — 81,04°). 


Die Methylierung des Oxyprolins vollzog sich nach fol- 
gendem Schema: 


| /H sevice 7H 
CH, CZ-COOH CH, ¢Z—CO 
ad <i | 
Ni a 
Oxyprolin. si _ 
3 3 


Oxyprolinbetain 
(Betonicin, Turicin). 

Das Oxyprolin wurde in verdiinntem Holzgeist gelést. 
In diese Lésung tragt man abwechselnd und portionenweise 
methylalkoholische Kalilauge und Jodmethyl ein, bis bei Ge- 
genwart unverbrauchten Jodmethyls die alkalische Reaktion 
einige Zeit stehen bleibt, wozu das 1!/efache der theoretisch 
erforderlichen Menge geniigt. Zum Schlusse wird noch Ca. 
| Stunde unter Rickflu{ gekocht, eventuell unter erneuter 
Zugabe von Jodmethyl und Lauge. Nach beendigter Reaktion 
dampft man zur Trockene ein. ; 

Von der Annahme ausgehend, es werde auch die Hy- 
droxylgruppe des Kerns methyliert, habe ich den Riickstand 
direkt mit starker Jodwasserstoffsiure unter Riickflu8 gekocht. 
Diese Verseifung erwies sich als iiberfliissig, wie spitere Ver- 
suche lehrten, wo Methoxylbestimmungen ausgefiihrt wurden, 
da der zu erwartende Ather bei den gewihlten Versuchsbe- 
dingungen gar nicht gebildet wird. Nachdem die Jodwasser- 


‘) H. Leuchs u. J. F. Brewster fanden sowohl fiir das natiir- 
liche, als auch fiir das synthetische Oxyprolin stets um einige Grade 
tiefere Werte als E. Fischer. Da unter den verschiedensten Bedingungen 
immer nur eine Drehung von — 76° erreicht wurde, halten sie diesen 
Wert einstweilen fii den zuverlassigeren. 
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stoffsiure im Vakuum zum gr6ften Teil abdestilliert war, 
wurde durch Einleiten von Schwefelwasserstoff das ausge- 
schiedene Jod zu Jodwasserstoff reduziert und mit Bleiacetat 
und zuletzt mit Silberoxyd das Jod entfernt. Schwefelwasser- 
stoff fallt die gelésten Schwermetalle aus. Nun wird unter 
Zusatz von Salzsiiure mehrmais eingedampft, bis die Essig- 
siure vollkommen verdrangt ist. Aus dem scharf getrockneten 
Riickstande, der das neue Betain nebst viel Chlorkalium ent- 
hilt, laBt sich letzteres durch Auskochen mit absolutem Alkohol! 
und Auswaschen bis zum Verschwinden der Fichtenspan- 
reaktion leicht abscheiden. Die in Wasser gelésten Chloride 
lieferten im Exsikkator Krystalle, welche durch Abpressen auf 
Ton sich von der sirup6sen Mutterlauge befreien lieBen. Das 
zweimal aus absolutem Alkohol umkrystallisierte Salz bildet 
schéne, prismatische Nadeln und ist linksdrehend, wie zu er- 
warten war. 
[alp = 24,1°. 

Dieses synthetische Préparat erwies sich auch in den 
Derivaten als voéllig identisch mit dem aus Betonica erhaltenen 
salzsauren Betonicin. Aus 3g Oxyprolin erhielt ich nur 
1,5 g reines Betonicinchlorhydrat. ') 

In einem zweiten Versuch wurden 5g Oxyprolin in gleicher 
Weise methyliert, doch ohne mit Jodwasserstoffsiure zu kochen. 
Nach Abtrennung des Chlorkaliums erhielt ich 4 g Chlorid, 
das sich als hygroskopisch?) erwies und keinen scharfen Zer- 
setzungspunkt zeigte. Die aus dem Chlorid hergestellte Base 
bildete aus Alkohol schone Krystalle, welche auffallenderweise 
Rechtsdrehung gaben. [a]p = -+ 19,9°. Das spezifische Dreh- 
vermogen stieg nach einmaliger Umkrystallisation aus gewohn- 
lichem siedendem Alkohol auf -+- 29,29°. Mangel an Material 
verhinderte eine weitere Reinigung, doch erwies sich diese 
Base und ihre Salze spéter als identisch mit dem Turicin. 

Mittlerweile war es uns gelungen, das aus Betonica offi- 
cinalis erhaltene Rohbetain aufzuteilen, wobei wir zwei Ver- 





') Diese geringe Ausbeute wird aus unten angefiihrter Tatsache 
leicht verstiéndlich. 
*) Die unreinen Betaine sind meistens hygroskopisch. 
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bindungen von entgegengesetzter optischer Drehung erhielten. 
Wir mufiten nun annehmen, dafi dasselbe Gemisch, wie es in 
Betonica officinalis angetroffen wurde, auch bei der Methylie- 
rung von Oxyprolin entstanden sei. Im ersten Versuche wurden 
die Chloride auf Ton gestrichen und dann zweimal aus abso- 
lutem Alkohol umkrystallisiert. Hierbei blieb nur das schwerer 
lOsliche, linksdrehende Betonicin zuriick, wéhrend das leichter 
ldsliche, sirup6se Turicinchlorid in den Tonteller einging. 

In meinem zweiten Versuche gelangte das Gemisch der 
Chloride zur Abscheidung (4 g), und als diese nicht schon kry- 
stallisierten, wurde in die freien Basen zuritickverwandelt. Nun 
schied sich die schwer lésliche Turicinbase zuerst aus und die 
leichter lésliche Betonicinbase blieb in der Mutterlauge. 

Zwei weitere Versuche haben dieses Verhalten bestatigt. 
In dem einen wurde das Gemisch (Trockenriickstand) polari- 
siert. Es zeigte sich nur eine minimale Linksdrehung — das 
Gemisch bestand also offenbar aus etwa gleichen Mengen 
Betonicin und Turicin. Als nun mit etwas absolutem Alkohol 
verrieben wurde, blieb ziemlich reines Betonicinchlorid zurtick 


([aljp = — 19,72°), 
wihrend das Turicinchlorid in Lésung ging, das nach Ritick- 
verwandlung in die freie Base und zweimaliger Krystallisation 
aus siedendem Alkohol rein erhalten wurde. 

Daf das Trennungsverfahren, wie es fiir das Rohbetain 
aus Betonica officinalis von uns ausgearbeitet wurde, auch zur 
Trennung des synthetisch erhaltenen Gemisches dienlich ist, 
moége durch ein Beispiel erhartet werden: 

Das von den anorganischen Salzen befreite Chloridgemisch 
wird in die freien Basen tibergefiihrt und in siedendem ge- 
woOhnlichem Alkohol gelost. 

I. Krystallisation: K6érnige Krystalle. Z. P. = 245,5° 

2 


[ajo = -++ 29,95°. Einmal umkrystallisiert: Z. P. = 
[alp = + 34,97°. Das Turicin war also ziemlich rein. 

Il. Krystallisation: [a]p = — 17,69°. Nochmals aus 
Alkohol umkrystallisiert: [a]Jp = — 19,32°. 


Ill. Krystallisation: [a]p = — 15,87°. 
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Werden die linksdrehenden Fraktionen vereinigt und in 
Chloride verwandelt, so gelingt es, das Betonicin als schwer- 
lésliches Chlorhydrat rein zu erhalten. 

Ein Vergleich der synthetisch dargestellten Basen und 
ihrer Salze mit dem aus Betonica officinalis erhaltenen Turicin 
und Betonicin ergab vollstandige Identitit. 

Das Turicin, C,H,,NO, -+- H,O, bildet aus Alkohol stets 
jene charakteristischen, durchsichtigen, nicht hygroskopischen, 
flachen Prismen vom Zersetzungspunkt 249°. Die Base reagiert 
neutral und gibt intensive Fichtenspanreaktion. Auch im Ge- 
misch mit natiirlichem Turicin konnte keine Schmelzpunkts- 
depression beobachtet werden. Es verliert im Exsikkator leicht 
das Krystallwasser und wird weib. 

0,4858 g Substanz bei 105°: 0,0488 g H,O. 

Ber. fiir C,H,,NO,, H,O; H,O = 10,17; gef. = 10,04. 

Q,2152 g Substanz in 6,0 ccm Wasser geldst (3,46 °/o) 
ap = -+- 1,21° im 1 Dez.-Rohr 

lap = + 34,97°. 1) 

Das Chlorhydrat krystallisiert aus absolutem Alkohol 
in feimen Nadeln. Gelegentlich erhielt ich auch langere Prismen. 
Z. FP. = Dee’. 

Das Chloraurat, aus Wasser umkrystallisiert, schiebt 
nach kurzer Zeit in prachtvollen, glanzenden, zu Drusen ver- 
einigten Krystallprismen an. F. P. = 232° (unter Zersetzung). 
Zur Analyse wurde die Substanz bei 105° getrocknet. 


1. 0,4357 g verascht: 0,1707 g Gold. 
2. 0,2364 » » +: 00,0928» » 


3. 0,2545 » Substanz: 0,0754 H,O und 0,1584 CQ,. 

4. 0,6946 » > : 01865 H,O » 0,4390 CO,. 

5. 0,2249 » » : 5,3 eem N, (10° und 722 m/m). 
Ber. fiir C,H,,NO,, HAuC],. Gef. 

C = 16,83 4. 17,24 und 3. 16,98. 
H = 2,83 4. 303 » 3. 3,31. 
N = 2,81 5. 2,71. 

Au = 39,53 1. 39,18, 2. 39,26. 


') In etwas feuchtem Zustande gewogen. 
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Das Betonicin, C,H,,NOg, krystallisiert aus gewOhnlichem 
Alkohol leicht und bildet stets bei langsamer Verdunstung vier- 
seitige kurze Prismen, welche den aus Betonica erhaltenen 
vollkommen entsprechen. Z. P. = 243°. Neutral, siiB, gibt 
intensive Fichtenspanreaktion. Optisch aktiv. Enthalt kein 
Krystallwasser (aus Alkohol). 

Das Chlorhydrat ist in Wasser spielend leicht léslich, 
leicht léslich in siedendem, schwer in kaltem, absolutem Alkohol. 
Aus Wasser krystallisiert es in feinen Prismen. Es reagiert 
sauer, ist nicht hygroskopisch und optisch aktiv. 

0.2893 g in 31 ccm Wasser geldst (0,925°/0) ap = —0,49° 
im 2,2 Dez.-Rohr. 


[ajo = — 24,1°. 
Aus Betonica officinalis (siehe vorige Abhandlung) 
[ajo = — 24,79°. 


Das Goldsalz. Aus Wasser wurde es in schénen, hell- 
gelben, zu Drusen vereinigten Krystallblattchen erhalten. Z. P. 
= 230—232°. 

0,7148 g Substanz: 0,2806 g Au. 

0,6764 » > : 0,2662 » Au. 

Ber. fiir C,H,,NO,, HAuCl,; Au = 39,53; gef. = 39,25 
und 39,35. 

Das Chloroplatinat wurde aus Wasser in bichromat- 
roten Krystallprismen erhalten, die met zu Kreuzungszwillingen 
verwachsen sind. Z. P. = 225°. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, meinem Freunde, 
dem Privatdozent Dr. G. Trier, fiir seine Ratschlage auf- 


richtigen Dank auszusprechen. 





Einwirkung von Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas auf 
invertase. 


VI. Mitteilung. 
Von 


Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1913.) 


Als Gegenstiick zu den Versuchen tiber Kinwirkung von 
Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas auf Diastase') habe ich 
in ganz analoger Weise und mit genau denselben Methoden 
Versuche mit Invertase angestellt. 

Das verwendete Invertasepraparat enthielt:?) 


Stickstoff 5,57 9/0 
Asche 2221/0 
Amidstickstoff 2,30°/o 


Formoltitrierbaren Stickstoff 3,17°/o. 
Aciditét entsprechend 160,2 ccm Normallauge fiir 100 g 
Substanz. 
Die im folgenden aufgestellten prozentischen Berechnungen 
beziehen sich alle auf 100 Teile unveraindertes Fermentpriiparat. 


Behandlung mit Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas. 


In Grammen: 


ee 





Verwendete Menge | Aufgenommene | Aufgenommene 
des Invertasepriparates | Chlorwasserstoffmenge | Armmoniakmenge 
g 8 

0,2000 | 0,0478 0,0310 

0,4911 | 0,1078 0,0678 

0,5016 | 0,1059 0.0733 

0,5326 | 0,0906 0,0493 

0,4960 | 0,1126 0,0909 





') Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 97. 
) siehe diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 377. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 15 
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In prozentischer Berechnung : 
NNN ___________________________) 





Aufgenommene |Aufgenommene Der aufgenommenen | Uberschuf 
Chlorwasser- | Ammoniak- Chlorwasserstoffmenge an 
stoffmenge | menge aiquivalente Ammoniakmenge Ammoniak 
19 9/9 9% | %0 
23,90 15,50 11,16 4,34 
21,95 13,81 10,25 3,56 
21,11 14,61 | 9,86 4,75 
17.01 9,26 | 7,95 1,31 
22.70 18,33 | 10,60 7,73 


Die Ammoniakiiberschiisse bewegen sich ungefahr in jenen 
Grofien, welche bei den Versuchen iiber die Einwirkung von 
Ammoniak auf Invertase!) an Ammoniak aufgenommen worden 


sind. Nur der letzte Wert schlagt erheblich aus der Reihe. 


Bestimmung der Aciditat. 
































—— Aufgenom- | Aufgenom- | Normalfliissigkeit verbraucht 
Menge nee mame 
PR mener Chlor- menes zur | zur 
priiparates | wasserstoff | Ammoniak | Neutralisation| Formoltitrierung 
g g g ccm ccm 
0.5326 0,0906 0,0493 40304 | 3,846 
| 
0.4960 0,1126 0,0909 —1,013 | 3,391 
In prozentischer Berechnung: 
ap Aciditat Aciditatsabnahme 
Chlor- Am- SEE iin Reva iticd vant sitet onal 
wasserstoff- | moniak- des be- des urspruing- | 
neers “ae handelten lichen gefunden | berechnet 
ia 8 Praparates _ Praparates | 
%0 %/o ccm | ccm cem | ccm 
17,01 926 | + 571 | 1602 103,1 | 77,3 
22.70 18,33 —2042 | 1602 364.4 453,6 











Die berechnete Aciditétsabnahme ist wegen des Salmiak- 
verlustes, welcher bei der Einwirkung von Ammoniak erlitten 
worden ist, zu klein ausgefallen. Sie mag daher im ersten 
Versuche ungefiéhr ebenso grof wie die gefundene sein, viel- 
leicht aber auch etwas gr6ber oder etwas kleiner. Im zweiten 


') Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 408. 
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Versuche ist die berechnete Acidititsabnahme sicher grofer als 
die gefundene. 


Formoltitrierung. 


In prozentischer Berechnung : 


nD 
Formoltitrierbarer Stickstoff 


bei den mit Chlorwasserstoff und _| bei urspriinglichen | 





: = m unahme 
Ammoniak behandelten Praéparaten | Praparaten | Zuni 
lo | Fy 9% 
8,24 3,17 5,07 
ia —— | : 
9,58 3,17 6,41 


Um die Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff mit der 
Gewichtszunahme vergleichen zu kOnnen, betrachte ich die 
letztere wieder als Ammoniak und berechne die diesem Am- 
moniak dquivalente Stickstoffmenge. 
TT LT LTT 





Ammoniak- | Dem Ammoniakgehalt Beobachtete Zunahme an 
gehalt aquivalente Stickstoffmenge | formoltitrierbarem Stickstoff 
Fg | 79 | Fg 
9260 | 7,61 | 5,07 
18,33 15,08 | 6,41 


Die Gewichtszunahme ist in beiden Versuchen erheblich 
grofer, als dem dquivalenten Verhaltnisse zur Zunahme an 
formoltitrierbarem Stickstoff entspricht. Sie wird noch um so 
grober, weil das Verhaltnis durch den Salmiakverlust etwas 
zu klein geraten ist. 

Soll endlich die Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff 
noch verglichen werden mit der Aciditétsabnahme, so darf auch 
hier nur derjenige Anteil der Zunahme an formoltitrierbarem 
Stickstoff in Rechnung gezogen werden, welcher nicht in dem 
aus Chlorwasserstoff und Ammoniak entstandenen Salmiak ent- 
halten ist, d. h. es muf von der Zunahme an formoltitrier- 
barem Stickstoff (a) die dem Salmiak-, bezw. Chlorwasserstoff- 
gehalte aquivalente Stickstoffmenge (b) abgezogen und diese 
Differenz (a—-b) mit der Aciditétsabnahme verglichen werden. 


23+ 
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EEE 




















a == Zunahme an formoltitrierbarem | b — dem Chlorwasserstoffgehalte 
Stickstoff aiquivalente Stickstoffmenge 
09 °/o 
5,07 6,54 
6,41 | 8,72 


Die Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff (a) ist kleiner 
als die dem Chlorwasserstoffgehalte faquivalente Stickstoff- 
menge (b). Die Differenz (a—b) wird daher negativ ausfallen 
und dadurch sicher kleiner sein als die eine positive Zahl be- 
deutende Aciditiétsabnahme. 

Es fragt sich nur noch, wie es kommen kann, dab die 
Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff kleiner ist, als dem 
gebildeten Chlorammonium entspricht. Das hat einfach darin 
seinen Grund, daB noch ein zweiter chemischer Prozefi nebenher 
liiuft, welcher eine Abnahme des formoltitrierbaren Stickstoffs 
bewirkt. Diesen ProzeB kennen wir bereits, er ist die Anhy- 
dridbildung, welche durch die Einwirkung von Chlorwasser- 
stoffgas auf Invertase verursacht wird. 

In den Versuchen, in welchen nur Ammoniakgas auf 
Invertasepraiparate zur Einwirkung kam, wurde, wenn Aqui- 
valente Verhialtnisse in Betracht gezogen wurden, beobachtet, 
daB die Gewichtszunahme nur um wenig grofier ist als die 
Acidititsabnahme, wihrend die Aciditétsabnahme betrachtlich 
groBber ist als die Zunahme an formoltitrierbarem Stickstoff. 
Ich méchte dieses Verhiltnis durch folgendes Schema ausdriicken: 

Gew. > Acid. > Form. 

In analoger Darstellung wiirden die bei den Chlorwasser- 
stoff-Ammoniak-Versuchen gemachten Beobachtungen folgender- 
mafen auszudriicken sein: 


Gew. 2 Acid. 
Gew. > Form. 
Acid. 5 Form. 

Es ergeben sich wohl Unterschiede gegeniiber den Am- 
moniakversuchen. Diese Unterschiede sind zweifellos auf die 
durch Chlorwasserstoffeinwirkung verursachte Anhydridbildung 
zuriickzufiihren. Sieht man aber von dieser Anhydridbildung 
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und von der Salmiakbildung ab, dann findet man keine tief- 
greifenden Unterschiede in der Ammoniakeinwirkung zwischen 
den Ammoniak-Versuchen und den Chlorwasserstoff-Ammoniak- 
Versuchen. Das Ammoniak wird demnach hier keine wesentlich 
anderen chemischen Prozesse verursacht haben wie dort, ein 
Befund, welcher sich mit dem in analogen Versuchen an Dia- 
stasepriiparaten erhobenen im wesentlichen deckt. 


Bestimmung des Amidstickstoffs. 


Auch hier ging der Bestimmung des Amidstickstoffs die 
Behandlung mit Magnesiumhydroxyd voran, so dafi das Ammoniak 
fiir die beobachteten Zahlen nicht in Betracht kam. 





























Verwendete Menge Chlor- | Ammoniak- | | Tempe- | Baro- 
des wasserstoff- ail ‘Stickstoff vanes / meter- 
Invertasepraparates| _—_ gehalt 6 | | | stand 
g g g ; ecm | a i mm 
0.4911 01078 | 00678 | 15,7 213 | 7425 
0,5016 0.1059 00733 | 15,3 199 | 7409 
In prozentischer Berechnung: 
Chlor- Amidstickstoff 
_ | Ammoniak- [—— _ mente 
wasserstoff- ieaite bei behandelten bei dem urspriinglichen 
gehalt ' Priparaten Praparate 
a lo 919 9 
21,95 13,81 1,77 | 230 
21,11 14.61 1,70 | 2.30 








Wie in den Chlorwasserstoffversuchen und in den Am- 
moniakversuchen ist auch hier der Gehalt an Amidstickstoff 
kleiner als bei dem urspriinglichen Praparate. Diese Differenz, 
die von allen Versuchen hier am groften ist, muf zweifellos 
auf Anhydridbildung zuriickgefiihrt werden. 


Priifung der Fermentwirkung. ') 
Als Beispiel sei nur das Protokoll eines Versuches angefiihrt. 
00,2000 g Invertase nahmen auf 0,0478 g = 23,90°/o 
Chlorwasserstoff und 0,0310 g = 15,50°/o Ammoniak. 
Kontrolle: 0,2 g Invertase. 





*) Uber Ausfiihrung der Versuche und Darstellung der Resultate 
vgl. diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 386. 
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Dauer | oo Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 
des Versuches | behandeltes Praparat 
Beginn. ...... arr 8,2 
‘eg Stunde. ... .| 6,7 8,1 
1 o-  -cm ogra hte 5,2 8,2 
I'‘/e Stunden... . 39 8,1 
2 ° nude cal 27 | 8,1 





Bei der Invertase kehrt demnach die Fermentwirkung, 
welche durch die Behandlung mit Chlorwasserstoff aufgehoben 
war, bei der Ammoniakbehandlung nicht wieder. 

In einer friiheren Publikation wurde die Vermutung ge- 
iuBbert, dai bei der Invertase die Vernichtung der Ferment- 
wirkung durch Chlorwasserstoff nicht darauf beruhe, daB eine 
fiir die Fermentwirkung notwendige Atomgruppe der Invertase 
sich mit Chlorwasserstoff chemisch verbunden hat, sondern 
ihren Grund in der auf anderem Wege nachgewiesenen Anhy- 
dridbildung habe. 

Diese Vermutung gewinnt nun durch die zuletzt ange- 
fiihrten Versuche eine weitere Stiitze. 

Beruht naémlich die Vernichtung der Fermentwirkung auf 
einer chemischen Verbindung einer fiir die Fermentwirkung 
notwendigen Atomgruppe mit Chlorwasserstoff, dann kann sie 
unter Umstiinden durch Ammoniakeinwirkung wiederhergestellt 
werden. Dies war bei der Diastase der Fall, bei der Invertase 
aber nicht. 

Beruht sie aber auf einer Anhydridbildung, dann kann 
diese Anhydridbildung, wie dies in dem angestellten Versuchen 
der Fall war, durch die Einwirkung von Ammoniak héchstens 
gesteigert, nicht aber riickgangig gemacht werden, die Ferment- 
wirkung kann daher nicht wiederkehren. 





























Extraktivstoffe aus den SchlieSmuskeln von Mytilus edulis. ') 
Von 


Dr. B. C. P. Jansen, 
I. Assistent am physiologischen Institut der Universitat Amsterdam 
Direktor Prof. Dr. G. van Rynberk),. 


(Der Redaktion zugegangen am 24, April 1913.) 


Die SchlieSmuskeln von Mytilus edulis wurden ausgezogen 
mit einer groben Quantitéit Wasser, die die Krystallisation 
hemmenden Substanzen wurden niedergeschlagen mit einer 
kolloidalen LOsung von Ferrihydroxyd. Beim Konzentrieren des 
Filtrates krystallisierte ein eigentiimlicher unbekannter Stoff, 
wovon die Eigenschaften und die Zusammensetzung genauer 
studiert wurden: 

Die Elementaranalyse gab die Zusammensetzung C,H,,0., 
2 H,O. Durch Behandeln mit Essigséureanhydrid entsteht ein 
in mikroskopischen Nidelchen vom Schmelzpunkt 182° krystalli- 
sierender Stoff, der beim Verseifen fiinf Acetylgruppen abgibt. 
Der urspriingliche Stoff ist also ein Pentaalkohol. Wir haben 
ihm den Namen Mytilit gegeben. Dieser Mytilit enthalt keine 
doppelte Bindung und mit Hilfe von Scherers Reaktion wurde 
gezeigt, daB er einen Sechsring besitzt. Er ist also ein Stereo- 
isomer von Quercit und Isoquercit, zwei im Pflanzenreich ge- 
fundenen Substanzen. Die Oxydation des Mytilits mit Kalium- 
permanganat und die Reduktion mit Jodwasserstoffséure gaben, 
besonders weil mit solechen kleinen Quantitaten gearbeitet werden 
muBte, wenig Resultat. 

Die Léslichkeit des Mytilits in Wasser von Zimmertem- 
peratur war ungefihr 1: 400. In siedendem Wasser ist er 
sehr léslich und krystallisiert daraus mit zwei Molekiilen Kry- 
stallwasser, die bei 100° entweichen. In den gebrauchlichen 
organischen Lisungsmitteln ist er nahezu unldslich, ausge- 


') Eine ausfiihrliche Mitteilung wird erscheinen in den Archives 
Neerlandaises des sciences exactes et naturelles. 
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nommen in kochender Essigséure. Drehung der Polarisations- 
ebene konnte nicht nachgewiesen werden. 

Der Mytilit schien groftenteils im SchlieS}muskel lokalisiert 
zu sein; wahrscheinlich ist er kein Endprodukt, sondern ein 
Zwischenprodukt des Stoffwechsels. 

Die nach Auskrystallisieren von Mytilit zurtickbleibende 
Losung wurde mit Phosphorwolframséure niedergeschlagen. 
Dieser Niederschlag wurde mit Baryt zersetzt und die so er- 
haltene Losung mit Silbernitrat gefallt. Hierdurch entstand ein 
sehr geringer Niederschlag, dessen LOsung, nach Entfernen des 
Silbers mit Pikrinsiure, einen Oligen, allmahlich dicht werdenden 
Niederschlag gab. Mit Goldchlorid oder Platinchlorid entstand 
kein Niederschlag (es sei denn in hochst konzentrierter LOsung), 
auch konnte kein krystallisiertes Kupfersalz gewonnen werden. 
Mit Diazobenzolsulfosiure entstand eine rote Farbe, wahrend 
Millons Reagens keine Reaktion gab. Wahrscheinlich ist also 
unter anderem Histidin anwesend. Der Rest des mit Phosphor- 
wolframsaure gefillten Niederschlags bestand aus Betain,!) das 
in Form seines Chlorhydrats isoliert und durch seine Gold- 
chlorwasserstoffverbindung genauer charakterisiert wurde. Die 
nach Entfernung der unldslichen Phosphorwolframate erhaltene 
Fliissigkeit gab beim Eindampfen erst eine Krystallisation von 
Taurin,?) nachher von Taurin mit einer grofen Quantitat Kochsalz. 

Harnstoff und Milchsaure, nach welchen Stoffen insbesondere 
gesucht wurde, konnten nicht nachgewiesen werden. Mit Kupfer- 
carbonat gab die Lésung eine blaue Fliissigkeit, woraus her- 
vorgeht, dafi eine Aminoséiure anwesend war. 

In einer gesonderten Quantitét Muskeln wurde der Gly- 
kogengehalt nach der Pfliigerschen Methode bestimmt, und 
zwar wurde derselbe zu 1,5°/o gefunden. 


') Durch Brieger, Die Ptomaine III, war schon Betain gefunden 


worden beim Verarbeiten des ganzen Muskels. 
*) Dies war auch schon gefunden worden von Kelly, Hofmeisters 


Jeitriage V, S. 377. 


| 
| 



































Uber den Abbau der 8-Ketonsauren im tierischen Organismus. 
Von 
Leo Hermanns. 
(Aus der medizinischsn Universitats-Poliklinik zu Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1913.) 


Der Abbau der Fettséuren im Organismus erfolgt, wie 
die Untersuchungen von Franz Knoop und H. D. Dakin ein- 
wandfrei erwiesen haben, durch B-Oxydation: 

RCH,CH,CH,COOH —~> RCH,COOH 

Als intermediiire Produkte treten hierbei £-Ketonsiéuren 
auf, die vielleicht B-Oxysiiuren als Vorstufe haben. Derartige 
Séuren kénnen nun auf zwei von einander verschiedenen 
Wegen abgebaut werden: entweder durch Keton- oder durch 
Sdurespaltung. 

I. RCOCH,COOH —~> RCOCH, + CO, 
II. RCOCH,COOH —-> RCOOH + CH,COOH 

Es ware natirlich von grofem Interesse zu_ wissen, 
welchen Weg der Organismus einschlagt, ob intermediir Ke- 
tone, die ja vielleicht zu Synthesen verwendet wiirden, auf- 
treten oder nicht. A priori lassen sich fiir beide Vorstellungen 
Tatsachen geltend machen. 

Nach Verabreichung von Phenylpropionsiiure an Hunde 
fand H. Dakin bemerkenswerte Mengen von Acetophenon im 
Urin des Tieres.!) Blum und Koppel verfiilterten Diithylessig- 
saure und konnten aus dem Urin das Propylmethylketon 
darstellen.?) Ferner treten bekanntlich beim Acetonuriker 
stets grofe Mengen von Aceton in Urin und Atemluft auf. 
Also alles dies sprache fiir das intermediire Auftreten von 
Ketonen. Anderseits ist an die Versuche von Embden und 


‘) Oxidations and Reductions in the animal body. London 1913. 
*) Ber., Bd. 44, S. 3576. 
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Michaud zu erinnern.') Diese stellten fest, daB Acetessig- 
siiure vom lebensfrischen Leberbrei in erheblichem Umfange 
zerstort wird, Aceton dagegen nur in geringem Mafe. Dem 
Kliniker ist ferner schon seit langem bekannt, dab grdfere 
EKinfuhr von Fett beim Diabetiker Steigerung der Aceton- 
ausscheidung bewirkt, wihrend die Acetonausscheidung beim 
normalen Individuum kaum davon berihrt wird. 

Ich stellte mir also die Frage: Welche Art der Spal- 
tung nimmt der normale Organismus vor, Keton- oder 
Siiurespaltung? Was geschieht unter pathologischen 
Verhiiltnissen? Zur Lésung dieser Fragen ging ich vom Ver- 
halten der Arylacetessigester im Organismus aus, und zwar 
wurden solche an Hunde verfiittert, die eine gleichmafige Kost 
bekamen. Im 24stiindigen Urin wurde dann nach den Abbau- 
produkten gefahndet. Einen weiteren wichtigen Beitrag sollte 
endlich noch die Verfiitterung des Phenylbutylketons liefern, 
also eines Ketons mit langer Kohlenstoffkette. 

Der zuniichst gegebene Phenylacetessigester ergab 
als Abbauprodukte Benzylmethylketon und Hippursidure. 
Beides konnte isoliert werden. Die Spaltung war demnach in 
folgender Weise verlaufen: 


CH,COCH(C,H,)*COOC,H, —> C,H,CHYCOCH, —7? C,H,COOH. 

Das intermediir entstandene Benzylketon war in Benzoe- 
siure libergegangen. Eine Bestatigung hierfiir brachte die Ver- 
fiitterung von dem Keton selbst. Es wurde ebenfalls in Hippur- 
siiure umgewandelt und als solche ausgeschieden. 

Nun, da der Organismus imstande ist, Ketonspaltung 
vorzunehmen, bestiitigt und erganzt die oben erwahnten Er- 
gebnisse von Dakin, ferner von Blum und Koppel. 

Es galt zu priifen, ob sich die andern Homologen dieser 
Reihe ebenso verhalten wiirden. Nach subcutaner Zufuhr des 
Benzylacetessigesters fand sich im Urin des betreffenden 
Hundes auber einer geringen Menge Phenylithylmethyl- 
keton ausschlieBlich Hippursdure, ein Zeichen, daf der Abbau 
folgendermafen verlaufen war: 


') Hofmeisters Beitr.. Bd. 11. 
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CH,CO*CHCH,C,H, -COOC,H, —> C,H,CH,CH,COOH. 

Der Ester war offenbar zunichst zu Phenylpropion- 
siure abgebaut worden und diese war sehr wahrscheinlich 
durch Saurespaltung entstanden. Dariiber orientierte ein Ver- 
such mit dem Phenathylmethylketon, das ausschlieBlich 
Phenacetursiiure im Urin lieferte. 

Den Grund dafiir, daB in diesem Falle vollkommen glatt 
Sdurespaltung eingetreten war, wahrend der Phenylester in 
Keton tibergefiihrt worden war, suchte ich in dem Einfluf der 
Phenylgruppe auf das a-Kohlenstoffatom des Esters. Um diesen 
Einflu{ noch besser kennen zu lernen, ging ich an die Dar- 
stellung eines Esters, der einen Substituenten mit noch lingerer 
Kohlenstoffkette trug, naémlich des Phenylpropylacetessig- 
esters. Dieser Ester besafi noch einen anderen Vorteil. Es 
konnte aus ihm durch Spaltung mit Kalilauge in einfacher Weise 
ein Keton mit langer Kohlenstoffkette dargestellt werden. 
Ein derartiges Keton mufte sich zur Entscheidung der Frage 
nach der Moglichkeit eines Auftretens von Ketonen im inter- 
mediaren Stoffwechsel eignen. Fand niimlich eine Absprengung 
des endstaindigen Methyls statt, so wiirde diese Frage zu be- 
jahen sein. Es hitte dann Hippursiéure entstehen miissen 


cy 
C,H,CH,CH,CH,CH,COCH, —~> C,H,CH,CH,CH,CH,COOH 


C.HCOOH 

Nach Verabreichung von 4 g des Esters wurde im Urin 
eine reichliche Menge von Hippurséure ausgeschieden, neben 
geringen Mengen Phenylbutylketon. 

Von grobem Interesse mufte, wie bereits erwiihnt, der 
folgende Versuch sein. Der Hund bekam 3,0 g Phenylbutyl- 
methylketon. Er schied darauf groBe Mengen von Phenace- 
tursdure aus. Diese Resultate sind eindeutig. Das Keton war 
offenbar zwischen Carbonyl und Methylen-Kohienstoff gespalten 


worden: 
C,H,CH,CH,CH,CH,COCH, —> C,H,CH,CH,CH,COOH. 
Als intermediires Produkt war offenbar zunichst Pheny|- 
butterséiure entstanden. 
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Der Ester hingegen war zuniichst in Phenylvaleriansiure 
ubergegangen. Diese geht bekanntlich, wie F. Knoop bewiesen 
hat,') in Hippurséure iiber: 

CH,CO*CHCH,CH,C,H,COOC,H, —> C,H,CH,CH,CH,CH,COOH. 

Waren demnach die beiden Ester der Benzyl- und der 
Phenylpropylacetessigester zum weitaus gréften Teile auf dem 
Wege der Saéurespaltung abgebaut worden, so blieb noch zu 
erkliiren, weshalb im Gegensatz dazu der Phenylacetessigester 
ausschlieBlich in Keton tbergegangen war? Nun, aus dem 
Verhalten der beiden anderen Ester geht wohl mit Sicherheit 
hervor, dai die Vermutung tiber den stérenden EinfluB{ der 
Phenylgruppe auch hier vollkommen den Tatsachen entspricht. 

Als Nebenprodukt wurde jedesmal das entsprechende 
Keton im Urin gefunden. Es geht wohl daraus hervor, daf 
das normalerweise in Urin und Exspirationsluft vorhandene 
Aceton derselben Nebenreaktion seine Entstehung verdankt. 
Spalten doch bekanntlich die B-Ketonsauren mit grofter Leich- 
tigkeit Kohlensiure ab. Die Vorstellung, daf es sich bei der 
Kntstehung des Acetons um eine durch die labile Beschaffenheit 
des Acetessigsiuremolektils bedingte Reaktion handelt, wirft 
auch ein Licht auf Vorgénge, die unter pathologischen Ver- 
hiiltnissen im intermediiiren Stoffwechsel ablaufen. Findet wie 
beim Diabetes mellitus ein gesteigerter Fettabbau statt, so 
wird der Organismus mit Acetessigsiure tiberschwemmt. Er 
ist dann nicht mehr imstande, diese letztere zu bewiltigen, 
sie in ihrer ganzen Menge zu Essigsaure abzubauen, der Abbau 
schliigt einen falschen Weg ein, und ein grober Teil der Acet- 
essigsiiure geht in Form von Aceton dem Korper verloren.?) 

Aus dem Ubergang von Phenylbutylmethylketon geht wohl 
mit Bestimmtheit hervor, daB der Abbau der Fettséuren 
im intermediiren Stoffwechsel nicht tiber die Ketone 
fiihrt, sondern dab eine «<paarige» Absprengung von 
Kohlenstoffatomen stattfindet. Mite doch im andern 
Falle die Kohlenstoffkette jeweils drei C-Atome verlieren : 

RCH,CH,CH,COOH —> RCH,COOH, —~> RCOOH 


') Habilitationsschrift, Freiburg 1904. 
*) Vgl. Hermanns, Ber. des Kongresses f. inn. Med., Wiesb. 1913. 
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es miifte z. B. aus Phenylbuttersiure Hippursiure werden, 
was bekanntlich nicht der Fall ist. 

Es werden demnach in grofer Menge Essigséiuremolekiile 
intermediar gebildet. Es sei in diesem Zusammenhange an die 
interessanten Befunde von Acetylierungsvorgiingen im Orga- 
nismus erinnert (Baumann, Kohn, Knoop, Neubauer). 

Von A. Loeb') wurde vor kurzem die tiberraschende 
Feststellung gemacht, da Essigsiiure den Umfang der Acet- 
essigsiurebildung in der Leber betrachtlich steigert: und er 
spricht die Vermutung aus, dal} der Prozef der Acetessigsiiure- 
bildung reversibel verlaufe. So verlockend diese Vorstellung 
auf den ersten Blick auch erscheinen mag, so stehen ihr doch 
sehr grofe Bedenken entgegen, und zwar zum Teil aus den- 
selben Griinden, wie sie Parnas und Baer in ihrer Arbeit?) 
iiber den Zuckerabbau dargelegt haben. Auch ist die Acetylie- 
rung einer Methylgruppe schwer vorstellbar. Grdfere Wahr- 
scheinlichkeit besitzt die andere von A. Loeb geiuBerte Vor- 
stellung, dafi hier der Acetaldehyd, der ja starker Acetessig- 
siurebildner ist, eine Rolle spielt. 


Versuche. 


Die Darstellung des Phenylacetessigesters*) ge- 
schah durch Kondensation von Essigester mit Benzylcyanid.*) 
Das zuniichst entstehende Zwischenprodukt, das Acetobenzyl- 
cyanid, wurde aus Alkohol -+- Wasser umkrystallisiert und im 
Vakuumexsikkator getrocknet (S. P. 90°). Dann wurde 1 Teil 
Substanz in 2 Teilen Alkohol aufgelést und ein kraftiger Salz- 
siurestrom bis zur Sittigung unter Eiskiihlung eingeleitet. Das 
Reaktionsgemisch wurde in einem Exsikkator 8 Tage tber 
Natronkalk stehen gelassen, wobei eine reichliche Abscheidung 
von Salmiak auftrat, und dann in Eiswasser gegossen und aus- 
geiithert. Das so erhaltene Ol wurde im Vakuum bei 11 mm 
Druck fraktioniert und ging schlieBlich bei 145-—147° tiber. Diese 
Art gibt bessere Ausbeuten als die von Beckh angegebene. 

) Biochem. Zeitschrift, Bd. 47, S. 124. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 41, S. 386. 

3) Beckh, Ber. 31 (5160). 











238 Leo Hermanns, 


Durch mehrstiindiges Kochen mit 10°/oiger Kalilauge 
wurde aus dem Ester das Benzylmethylketon gewonnen, dessen 
Phenylhydrazon im Kapillarréhrchen erhitzt bei 83° schmolz. 

I. Versuch. Einem Hunde von 7500 g Gewicht wurden 3,0g 
Phenylacetessigester subcutan injiziert. Der 24stiindige 
Urin wurde destilliert und auf 150ccm eingeengt. Die erste Portion 
des Destillates wurde mit Ather ausgeschiittelt, und dieser 
dann verdunstet. Das hinterbleibende Ol (ca. 0,1 g) wurde 
mit basischem Phenylhydrazin versetzt, kurz auf dem Wasser- 
bade erwirmt, wobei eine Triibung auftrat, und darauf in 
stark verdiinnten Eisessig gegossen. Das so erhaltene Phenyl- 
hydrazon zeigte aus Alkohol umkrystallisiert einen Schmelz- 
punkt von 82°. Es handelte sich demnach um das Phenyl- 
hydrazon des Benzylmethylketons. 

Der eingeengte, kongosauer gemachte Urin wurde dann 
mit Ather 24 Stunden im Extraktionsapparat extrahiert und der 
Extrakt in iiblicher Weise verarbeitet. Der braune Sirup 
wurde mit heifem Wasser aufgenommen und mit Tierkohle ent- 
fiirbt: dann wurde filtriert. Aus dem klaren Filtrat krystal- 
lisierte eine Saéure vom Schmelzpunkt 186°, die mit Salzsaure 
gekocht Benzoesiure gab. Es wurden in 2 Fraktionen 0,9 g 
Hippursdure erhalten. 

1]. Versuch: Demselben Hunde wurden 3,0 g Benzylme- 
thylketon subcutan injiziert. Der Urin der naéchsten 24 Stunden 
zeigte im Polarisationsapparat keine Drehung. Er wurde im 
Vakuum eingeengt und wie oben behandelt. In 2 Fraktionen 
krystallisierten 1,1 g Hippursaure aus (S. P. 187°). 

III. Versuch: Derselbe Hund bekam 3,0 g Benzylacet- 
essigester.!) Der 24stiindige Urin wurde destilliert und das 
Destillat mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather wurde mit Sulfit- 
lauge geschiittelt und ein aus kleinen Tafelchen bestehender 
Niederschlag abgenutscht und mit Ather ausgewaschen. Die 
Analyse dieser in feinen Blattchen krystallisierenden Substanz 
stimmte mit der des Sulfits des Phenaéthylmethylketons 


iiberein.?) 


') Der Benzylacetessigester wurde von Kahlbaum bezogen. 
?) Ehrlich, Annal. S. 187 (16). o 
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0,2998 g Substanz: 0,0803 Na,SQ,. 
CyoH,.0; -+- NaHSO, + H,O: Ber. Na 8,52 °/o. 
Gef. » 8,6. 

Der eingeengte Urin wurde kongosauer gemacht und aus 
dem Atherextrakt konnten 0,6 g Hippursdure (S. P. 186°) 
isoliert werden. 

IV. Versuch: Demselben Hund wurden 4,0 g Benzyl- 
acetessigester gegeben. Die 24stiindige Urinmenge wurde 
schwach sauer gemacht und zur Hailfte mit Ather extrahiert, 
der Ather verdunstet und das zuriickbleibende Ol] in Alkohol 
aufgenommen. Es gab keine Eisenchloridreaktion! Die andere 
Halfte wurde stark angeséuert und in derselben Weise behandelt. 
Ebenfalls keine Eisenchloridreaktion! Es geht aus diesen Ver- 
suchen hervor, dali das Keton nicht sekundiér aus dem 
Ester entstanden sein konnte. 

V. Versuch: Einem Dackel (7000 g) wurden 3,0 g Phen- 
ithylmethylketon injiziert. Der Atherextrakt des Urins wurde 
mit heifem Wasser aufgenommen und zur Krystallisation hin- 
gestellt. Innerhalb 24 Stunden bildete sich ein Niederschlag 
von feinen Nidelchen. S. P. 142°. Mit Salzséure erhitzt, 
spaltete sich Benzoesiure ab. Es lag demnach Phenacetur- 
siure vor (0,9 g). 

Darstellung desPhenylpropylacetessigesters:2,3g 
Natrium werden in 25 g absolutem Alkohol gelost und darauf 
13,2 g frisch destillierten Acetessigesters und 20 g Phenyl- 
propylbromid (aus Hydrozimtalkoho!l mit Phosphortribromid)') 
eingetragen. Dann wurde auf dem Wasserbade bis zum Ver- 
schwinden der alkalischen Reaktion (6 St.) erwiérmt. Das 
Xeaktionsprodukt wurde mit Wasser versetzt und mit Ather 
ausgeschiittelt, der Ather mit Na,SO, getrocknet. Ather verjagt, 
das zuriickbleibende O] im Vakuum destilliert bezw. fraktioniert. 
S. P. bei 11 mm Druck zwischen 175 und i80°. Der Ester 
stellt ein farbloses, stark lichtbrechendes Ol von schwachem 
Geruche dar. 

Analyse: 0,2320 Substanz: 0,6040 CO,, 0,1720 H,O. 


1) Ber. 43 (178). 
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Cts: Ber. : Gef. : 
C 72,57 /0 72,15 °/o 
H 8,07 9/6 8,23 9/0, 


Das Phenylbutylmethylketon wurde aus dem Ester 
durch 3stiindiges Kochen mit 10°/oiger Kalilauge erhalten. Es 
destillierte aus der Retorte bei 149°. 

Analyse: 0,1940 Substanz: 0,5790 CO,, 0,1570 H,O. 

C.Hi,,0: Ber. : Gef.: 
C. 81,82 %/o 81,39 °/o 
H 9,091 9/o 8,99 9/0. 

VI. Versuch: Derselbe Dackel erhielt 3,0 g Phenyl- 
propylacetessigester. Das Destillat des Urins zeigte starke 
Jodoformreaktion. Aus dem wie bisher behandelten Ather- 
extrakt konnten 0,5 g Hippursdure (S. P. 186°) dargestellt 
werden. 

VII. Versuch: Demselben Hund werden 3,0 g Phenyl- 
butylketon injiziert. Der 24stiindige Urin eingedampft, congo- 
sauer gemacht und mit Ather extrahiert. Weitere Verarbeitung 
wie oben! Aus heifem Wasser krystallisiert in feinen Nadelchen 
eine Siiure vom S. P. 143° aus. Das Phenylbutylmethylketon 
war demnach in Phenacetursdure tibergegangen. 
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Uber das Keratin der Schuppen von Manis japonica. 
(Schuppentier). 
Von 


Dr. Hans Buchtala. 


(Aus dem Institute fiir medizinische Chemie der Universitat Graz, Vorstand: 
Hofrat K. B. Hofmann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1913.) 


In Fortsetzung meiner Untersuchungen tiber die Keratine 
verschiedener Tierarten nahm ich auch die Schuppen von 
Manis japonica in Arbeit. Das Untersuchungsmaterial stammte 
von einem Tiere und wog nach der vorgenommenen Utblichen 
Reinigung mit Salzsiiure, Alkohol und Ather 150 g. 


Wasser- und Aschegehalt. 


0,8619 ¢ Substanz verloren im Trockenschrank bei 110° 
0,0640 g an Gewicht und hinterlieBen nach dem Gliihen einen 
Riickstand von 0,0075 g; demnach betriigt: 

Der Wassergehalt 7,43°/o 
Der Aschegehalt 0,87 °/o. 


Stickstoffverteilung in den Schuppen. 


Das verwendete Material zeigte im lufttrockenen Zu- 
stande einen Gehalt von 14,21°/o Stickstoff. 

Die nach der tiblichen Methode durchgefiihrte Unter- 
suchung tiber die Stickstoff-Verteilung ergab folgende Resultate : 


Ammoniakstickstoff 1,25 7/5 
Melaninstickstoff 0),0749/» 
Monoaminostickstoff 12,705 °/o 
Diaminostickstoff 0,56 °%/o. 


Wie aus den gefundenen Werten hervorgeht, ist auch 
dieses Keratin zum gré8ten Teil aus Monoaminosiuren auf- 
gebaut. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 16 
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Hydrolyse der Schuppen mit Salzsaure. 


Zur Durchfiihrung der Hydrolyse wurden 60 g des luft- 
trockenen Materials verwendet. Diese wurden mittels 200 ccm 
konzentrierter Salzsiure unter Erwarmen auf dem Wasserbade 
in Lésung gebracht, wobei sich die Flissigkeit rotviolett farbte, 
und hierauf 12 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Der 
nach dem Abdestillieren der Salzséure erhaltene Riickstand 
wurde dreimal rasch hintereinander verestert. Aus den ver- 
einigten Atherlésungen wurden nach dem Abdestillieren des 
Athers 100 g Rohester erhalten. Diese lieferten bei der frak- 
tionierten Destillation bei einem Druck von 11 mm folgende 


Fraktionen: 


1. Fraktion bis 60° 17,0 g 
2. > » 80° 8,5 » 
3. » » 105° 17,4 » 
4, ° » 123° 5,0 » 
5. 2 » 180° 4,8 » 


6. Destillationsriickstand 29,0 » 

Die Verarbeitung der einzelnen Fraktionen erfolgte ahn- 
lich wie in friiheren Arbeiten. Durch zahlreiche fraktionierte 
Krystallisationen gelangte ich zu folgenden Mengen an Amino- 
siiuren, deren Reinheit durch Bestimmungen des Schmelz- 
punktes, des optischen Drehungsvermégens sowie durch die 


Analyse erwiesen wurde. 
Glykokoll: 0,8 g. Dasselbe konnte nur in der ersten 


Fraktion gefunden werden. (F. = 240°.) Das daraus darge- 
stellte Glykokollesterchlorhydrat schmolz bei 144°. 


0,1034 g des Chlorhydrates enthielten 0,0266 g Chlor. 
Berechnet fiir C,H,,O,NCI: Gefunden: 
25,40°/o Cl. 25,73 %o Cl. 
Alanin: 7,2 g. (F. = 293°.) 
9.55 mg Subst. lieferten 1,35 cem N. t = 20° C., p = 737 mm. 


Berechnet fiir C,H,NOQ,: Gefunden: 
15,74°/o N. 15,94°/o N. 
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Valin: 24g. (F. = 340°.) 
11,12 mg Subst. lieferten 1,32 com N. t= 19° C., p = 732 mm. 
Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden : 
11,97°/o N. 12,05°/o N. 


Optische Bestimmung. 


0,50964 g geldst in 20 cem 21,5°/oiger Salzséure. Im 
dm-Rohr wurde der Winkel a = + 0,66° abgelesen. 
[a], = + 25,91°. 
Leucin: 6,15 g. (F. = 298°.) 
Zur Analyse diente das fiir diesen Zweck dargestellte 
Chlorhydrat. 
23,48 mg zeigten einen Gehalt von 4,95 mg Chlor. 
Berechnet fiir C,H,,NO, - HCI: Gefunden : 
21,17°/o Cl. 21,08°/o Cl. 


Optische Bestimmung. 


0,83905 g, unter denselben Verhialtnissen wie das Valin 
gelist, ergaben den Winkel a = + 0,72°. 
[aj == -27,27*. 
Phenylalanin: 1,6g. (F. = 263°.) 
8,98 mg Subst. lieferten 0,71 cem N. t = 24° C., p = 736 mm. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
8,49%/o N. 8.80%/o N. 
Prolin: 2,1 g. 
Dasselbe wurde durch Analyse des Kupfersalzes identifiziert. 
0,1694 g verloren unter Violettfarbung bei 105° 0,0178 g 
an Gewicht und hinterlieBen nach dem Veraschen 0,0415 g CuO. 


Berechnet fiir C,,.H,,.N,O,Cu -+- H,0: Gefunden: 
10,99°/o H,O und 10,51°/o H,O und 
21,81°/o Cu. 21,88%/o Cu. 


Bestimmung des Schwefel- und Cystingehaltes in den 
Schuppen. 


1,1031 g Substanz lieferten nach dem Schmelzen mit 
Salpeter und Natriumhydroxyd und endlichem Versetzen mit 
Baryumchlorid 0,1878 g BaSO,. Daraus berechneter Schwefel- 

16* 
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gehalt: 2,34°/o. Fiir die Darstellung des Cystins wurden 10 g 
des Materials mit Salzsiure hydrolysiert. Das Cystin wurde 
daraus in bekannter Weise isoliert und ich konnte davon 
0,45 g in Form von sechsseitigen Tafeln darstellen. Die ein- 
heitliche Krystallform sowie die positive Schwefelreaktion be- 
wiesen die Anwesenheit reinen Cystins. 


Darstellung der Glutaminsaure. 


10 g der Schuppen wurden mit 50 ccm konzentrierter 
Salzsiiure hydrolysiert. Aus der entfairbten und eingeengten 
Loésung schied sich nach volliger Sittigung mit Salzsiuregas 
und mehrtiigigem Stehen in der Kilte das Glutaminséurechlor- 
hydrat in einer Menge von 0,44 g ab, entsprechend 0,35 g 
Glutaminsaure. 

23,4 mg des Chlorhydrates enthielten 4,50 mg Chlor. 

Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden: 
19,31°/o Cl 19,23°/o Cl. 


Bestimmung des Tyrosins. 


20 g Schuppen wurden mit 40 ccm konzentrierter 
Schwefelsiéure und 200 cem Wasser 10 Stunden lang am Riick- 
flubkiihler gekocht. Nach dem Entfernen der Schwefelsiure 
durch Fillen mit Baryumhydroxyd und Einengen des Filtrates 
fielen 3 g von Rohtyrosin aus. Durch einmaliges Umkrystalli- 
sieren aus heifem Wasser konnten 2,6 g reinen Tyrosins ge- 
wonnen werden. 

13,47 mg lieferten 0,91 com N. t = 21°, p = 737 mm. 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
7,74°%/o N. 7,61°%/o N. 
Eine Probe davon schmolz bei 310°. 


Ubersicht der Resultate. 


Glykokoll . . . . . . ) . ) )—) 1,339Jo 
Alann ..... « « « ER@O%es 
Valin. . . ..s.s.s » QO 


Leucm . ... .« . « « SQRb%e 
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nn re 
Glutaminséure. . . . . . 3,50°/o 
Phenylalanin . . . . . . = 2,67°o 
Typosin. . . . . . . + 139,00%e 
Cram. « « « s « » «+ Se 


Die vorstehende Tabelle zeigt ganz auferordentlich hohe 
Werte fiir Alanin und Tyrosin. Die Menge des ersteren hilt 
sich bei den typischen Keratinen, aus denen die Epidermoidal- 
Gebilde bestehen, zwischen 1,2—1,8°/o, wiihrend sie bei 
Manis japonica das 8—10fache betraigt. Nur bei der Schaf- 
wolle steigt sie auf 4,4°/o. Bei anderen Eiweifkoérpern aller- 
dings ist sie hoher, Koilin 5,8°/o, Eieralbumin 8,1°/o, und steigt 
bei der Spinnenseide sogar auf 23,4°/o. Die Tyrosinmenge 
iibertrifit die bei andern Keratinen um das 3—4fache. Bei 
Chelone imbricata ist die Menge der Glutaminsiiure auffallend 
gering (3,5°/o gegeniiber der Durchschnittsmenge von 15°/o). 
In bezug auf Cystin stimmen die Schuppen mit den Schweine- 
und Rinderklauen tiberein. Die Menge der andern Spaltungs- 
produkte stimmt mit der der Haare anderer Siiugetiere tiberein. 








Uber das Keratin der weiBen Menschenhaare. 


Von 
Dr. Hans Buchtala. 


(Aus dem Institute fiir medizinische Chemie der Universitat Graz. Vorstand: 
Hofrat K. B. Hofmann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1913.) 


Es ist eine bekannte Tatsache, dafi sich die Menschen- 
haare unter den verschiedenartigen Keratingebilden durch ihren 
besonders hohen Schwefel- und Cystingehalt auszeichnen. Um 
zu erfahren, in welchem Mengenverhiiltnis die tibrigen Amino- 
siiuren an dem Bau dieses Keratins beteiligt sind, fiihrte ich 
eine Hydrolyse mit weifien Menschenhaaren durch. Bisher 
liegen nur Bestimmungen tiber die Menge des Cystins und 
eine iiltere Angabe tiber die der Glutaminsiure vor.') 


Bestimmung des Schwefel-, Cystin- und Tyrosin- 
gehaltes. 


0,7434 g des Materials lieferten nach erfolgter Oxydation 
mit Natriumhydroxyd und Salpeter und schlieBlicher Ausfillung 
der gebildeten Schwefelsiure mit Baryumchlorid 0,3058 g 
Baryumsulfat. 

Daraus berechnet sich ein Schwefelgehalt von 5,70°/o. 

Zur Darstellung des Cystins und Tyrosins wurden 20 g 
der Haare mit 40 ccm konzentrierter Schwefelséiure und 200 cem 
Wasser zehn Stunden lang am RiickfluBbkiihler gekocht. Die 
Schwefelsiure wurde hierauf mit Barytwasser soweit ausge- 
fiillt, dafi die Lésung ganz schwach sauer blieb, und der ent- 
standene Baryumsulfatniederschlag solange gewaschen, bis sich 
das Waschwasser mit Millons Reagens beim Kochen nicht rotete. 


') Horbaczewski, Sitzungsber. d. Wiener Akad., 2. Abt.,S. 80, 1879. 











; 














BME OO, NRT sa ea 
































ele sne OO RNR i RIE 


os, ™ ;: F > W Aa 
Uber das Keratin der weifen Menschenhaare. 247 


Das Filtrat von dem Niederschlage wurde mitsamt den Wasch- 
wiissern stark eingeengt, mit Ammoniak gerade alkalisch ge- 
macht und dann mit Essigsiure angesiuert. Durch fraktionierte 
Krystallisationen gelang es, das Cystin, welches zuerst ausfiel, 
von dem Tyrosin zu trennen. Schlieblich wurden die noch 
etwas verunreinigten Produkte aus ammoniakalischer Lisung 
in reinem Zustande isoliert. Vom Cystin, das in schénen grofen 
sechsseitigen Tafeln krystallisierte, wurden 2,31 g erhalten, 
wihrend das Tyrosin in Nadeln in einer Menge von 0,66 g 
ausfiel. Das Cystin zeigte intensive Schwefelbleireaktion, des- 
gleichen war auch die Reaktion auf das Tyrosin mit Millons 
Reagens unzweideutig. 


Hydrolyse der Haare mit Salzsaure. 


80 g des gereinigten lufttrocknen Materials wurden mit 
250 eem konzentrierter Schwefelséure und ebensoviel Wasser 
sechs Tage lang auf dem Wasserbade erhitzt. Schon am 
zweiten Tage konnte ein Entweichen von Schwefelwasserstofi 
nachgewiesen werden, der in einer vorgelegten Bleiacetatlisung 
aufgefangen wurde. Nach dem Abfiltrieren des Hydrolysates 
verblieb ein Riickstand von Melaninsubstanzen in einer Ge- 
wichtsmenge von blof 1,7 g. Die salzsaure LOsung wurde im 
Vakuum bis zur Sirupdicke eingeengt und nach dem Auflésen 
in 500 ccm absoluten Alkohols der Veresterung unterworfen. 
Beim Auskiihlen schied sich ein Niederschlag im (Gewichte 
von 3,5 g ab, der ein Gemenge von Cystinesterchlorhydrat und 
Ammoniumchlorid vorstellte. Von letzterem wurden 0,8 g rein 
erhalten, nachdem das Cystin aus der wisserigen Lésung des 
Gemenges zum grOBeren Teile ausgefallen war. Das Cystin- 
esterchlorhydrat ist in wdsseriger Lésung sehr unbestindig und 
unterliegt bereits in der Kilte leicht der Verseifnng. Die Ester 
der tibrigen Aminosiiuren wurden nach dem Abdestillieren des 
Salzsiurealkohols mit Natronlauge unter Zusatz von Kalium- 
carbonat in Freiheit gesetzt. Die Ausbeute an Rohestern be- 
trug 90 g. Bei der Destillation derselben unter einem Druck 
von 11 mm wurden folgende Fraktionen erhalten: 
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1. Fraktion bis 60° ... . 13g 
g. » ar 5 « } we RS 
3. : > oe sa ye « Oe 
4. , . tr . . s 3% 
5. > ie . . sa Be 
6. Destillationsriickstand . . . 15» 


Die Isolierung und Identifizierung der einzelnen Amino- 
siuren erfolgte in der bekannten Weise, die erhaltenen Mengen 
sowie die Analysenresultate sind in Nachstehendem ersichtlich. 

Glykokoll: 7,3 g. F. = 240°. 

Dasselbe wurde aus der ersten, zweiten und dritten 
Fraktion gewonnen. 





Alanin: 55g. F = 296°. 
16,95 mg lieferten 2,24 com N; p = 738 mm, t = 17° C. 


Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
15,749/o N. 15,11°%/o N. 








Leucin: 9,7 g. F. = 296°. 
19,07 mg lieferten 1,81 com N; p = 738 mm, t = 19° CG. | 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

10,69 °/o N. 10,77 °/o N. 
Phenylalanin: 0,5 g. F. = 263°. 
10,5 mg lieferten 0,80 cem N; p = 728 mm, t = 19° C. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
8,49%/o N. 8,53°%/o N. 


Glutaminsadure. Diese Aminosiure wurde als Chlor- 
hydrat sowohl aus der fiinften Fraktion in einer Menge von 
2.5 g als auch aus dem Destillationsriickstand in einer Menge 
von 5,5 g gewonnen. Das Chlorhydrat hatte einen Schmelz- 


punkt von 197°. 











0,0520 g enthielten 10,1 mg Chlor. 


Berechnet fiir C;H,,NO,C1I: Gefunden: 
19,31°/o Cl. 19,42°/o Cl. 
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Ubersicht der Resultate: 


Glykokoll . . . .. . . 912%, 
Alanin . .... . . .  6,88°/o 
Legem . . « «lw tl lw lw) 6 
Glutaminséure. . . . . . = 8,00°/o 
Phenylalanin. . . . . . = 0,62°/o 
SyPOem. . «st «te el el| 6B Me 
Cem. . « « « » » =» DR 


Aus der vorstehenden Tabelle ist ersichtlich, da8 die 
Menschenhaare die Keratine anderer Siiugetiere nicht blo! im 
Cystingehalt um ein betrachtliches tibertreffen, sondern dab 
auch das Glykokoll und Alanin in ansehnlicher Menge darin 
vertreten ist. Die Menge der iibrigen hier nicht besonders er- 
wihnten Aminosiuren stellt ungefiihr den Durchschnitt wie 
bei den andern Keratinen dar. Valin, welches in der Tabelle 
nicht verzeichnet ist, wurde zwar gefunden, doch war die 
Menge desselben recht gering. Sein Schmelzpunkt betrug 305° C. 

Von allen bisher untersuchten Tierhaaren zeigt die Schaf- 
wolle in bezug auf ihre Spaltungsprodukte mit den untersuchten 
Menschenhaaren die grifte Ahnlichkeit; sie unterscheidet sich 
von ihnen nur durch die sehr geringe Menge von Glykokoll, 
worin sie vom Menschenhaar um das 16fache itibertroffen wird. 











Beitrage zur Kenntnis des Methamoglobins. 
Von 
B. v. Reinbold. 


Mit einer Abbildung im Text. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Kolozsvar. 
(Der Redaktion zugegangen am 26, April 1913.) 


Theoretischer Teil. 


Unsere Kenntnisse tiber das Methimoglobin reichen zur- 
zeit nicht hin, um auf Grund derselben eine chemische Erklérung 
des gewaltigen Unterschiedes im physiologischen Verhalten des- 
selben dem Oxyhiimoglobin gegeniiber geben zu kénnen. Ganz 
abgesehen davon, daf die chemische Konstitution des ersteren 
Korpers ebensowenig erforscht ist, wie die des letzteren, ist 
auch das Verhiltnis beider noch nicht vollkommen aufgeklart. 
Der Unterschied in der Konstitution beider Ko6rper diirfte je- 
doch nicht sehr tiefgreifend sein, da sich bekanntlich aus dem 
Oxyhiimoglobin sehr leicht Methamoglobin bildet und dieses 
sich durch milde Reduktion und darauf folgendes Einwirken 
von molekularem Sauerstoff tiber reduziertem Hiimoglobin leicht 
in Oxyhiimoglobin verwandeln laBt. Bei diesen, einander nahe- 
stehenden Ko6rpern, welche sich physiologisch in ihrem Ver- 
halten dem Sauerstoff gegeniiber unterscheiden, ist die An- 
nahme berechtigt, daB der chemische Unterschied sich nur auf 
die Oxydationsstufe desselben Kernes, eventuell auf die Art der 
Bindung des Sauerstoffes erstreckt. 

F. Hoppe-Seyler,!) der Entdecker des Methimoglobins, 
nahm auf Grund gewisser Erscheinungen an, dai das Methimo- 
globin eine niedrigere Oxydationsstufe desselben Radikals 
darstellt, als das Oxyhimoglobin. Jaiderholm?) war dagegen 

') F. Hoppe-Seyler, Centralbl. f. d. med. Wissensch., 1864, Nr. 53, 
Diese Zeitschrift, Bd. 2, S. 149, 1878; Bd. 6, S. 166, 1882. 

*) A. Jiderholm, Zeitschr. f. Biol., Bd. 13, S. 193, 1877; Bd 16, 
S. 1, 1880. 
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der Meinung, dai das Methimoglobin ein héheres Oxydations- 
produkt des Oxyhiimoglobins wire. Die meisten Autoren aber 
schlossen sich auf Grund von anscheinend tiberzeugenden Ver- 
suchen von Hiifner und Kiilz*) an die Meinung dieser Autoren, 
dai das Methimoglobin weder mehr, noch weniger, sondern 
ebensoviel Sauerstoff enthalt oder, genauer ausgedriickt, die- 
selbe Oxydationsstufe desselben Radikals darstellt, als das Oxy- 
haimoglobin. Der Befund, auf welchen sich diese Auffassung 
stiitzte, war, dai bei der Einwirkung von Stickoxyd auf eine 
Loésung von Oxyhimoglobin in Gegenwart von Harnstoff eben- 
soviel freier Stickstoff entsteht, als bei der Kinwirkung des- 
selben Gases auf dieselbe Menge Methimoglobin unter sonst 
gleichen Bedingungen. Hiifner und Kiilz gaben diesem Vor- 
gange durch die hypothetischen Gleichungen 

6NO + 2HbO, = 4NO, -+ 2HbNO 

4NO, + 2H,O = 2HNO, + 2HNO, 

2 HNO, -+ CO(NH,), = 3H,O + CO, + 2N, 
Ausdruck und nahmen dabei an, daB HbO, sowohl Oxyhiimo- 
globin, wie auch Methimoglobin bedeuten kann. 

Dieser Auffassung schloB sich unter anderen auch Hal- 

dane?) an, indem er das Methamoglobin dem Oxyhamoglobin 


vollig isomer erachtete und diese Hypothese mit der Formel 
O 

VA 
Ti 
ausdriickte. R. v. Zeynek*) zog die Beobachtung in Erwigung, 
dafi das Methamoglobin sich verdiinnten Siiuren und Alkalien 
gegeniiber wie ein Indikator verhilt, und nahm daher die An- 
wesenheit von Hydroxylgruppen an der Stelle des lockeren 
Sauerstoffes des Oxyhiimoglobins an. Die von ihm aufgestellte 


hypothetische Formel 


OH 
Hb/ 
NOH 


gibt wohl der Auffassung Ausdruck, daB simtliche Sauerstoff- 
atome des Oxyhimoglobins im Methimoglobin enthalten seien, 





') G. Hiifmeru. R. Kiilz, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 366 (1883). 
*) Haldane, Journ. of Physiology, Bd. 22, S. 301 (1898). 
5) R. v. Zeynek, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1899, S. 460. 
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sie ist jedoch mit den soeben erwaéhnten Beobachtungen von 
Hiifner und Kiilz nicht in Einklang zu setzen, weil sie eine 
niedrigere Oxydationsstufe des Radikals Hb ausdriickt, als die 
fiir das Oxyhiamoglobin festgestellte Formel 
yo 
wi 

Im Laufe der spiiteren Untersuchungen sind verschiedene 
Tatsachen bekannt geworden, welche entgegen der Auffassung 
von Hiifner und Kiilz zu beweisen schienen, dafi das Methii- 
moglobin nicht nur einer niedrigeren Oxydationsstufe des Ra- 
dikals Hb entspriaiche, sondern auch die Zahl der mit dem 
Radikal Hb verbundenen Sauerstoffatome geringer wiire, als 
bei dem Oxyhiimoglobin. Bei der Behandlung des Methamo- 
globins mit Blausiiure fand v. Zeynek,!) daf eine Molekel 
des Methiimoglobins sich mit einer CN-Gruppe zu Cyanhimo- 
globin verbindet. Dieser Befund wiire am einfachsten im Sinne 
der Gleichung 

Hb- OH ++ CNH = Hb-CN ++ H,O 

mit der Annahme zu erkliren, daBi die Stelle des lockeren 
Sauerstoffs des Oxyhiimoglobins im Methémoglobin durch eine 
OH-Gruppe eingenommen wird. Dieser wichtige Befund lief 
sich jedoch nicht als vollgiiltiger Beweis in diesem Sinne ver- 
werten, weil einerseits die Reaktion zwischen Methiimoglobin 
und Cyanwasserstoff auch andere Deutungen zulief, anderseits 
aber lieferte das Oxyhiimoglobin, welches unzweifelhaft zwei 
lockere Sauerstoffatome enthalt, dasselbe Cyanhaimoglobin, wie 
das Methimoglobin. Der Widerspruch zwischen Zeyneks 
erwiihntem Befunde und der Hiifner-Kiilzschen Auffassung 
blieb zuniichst unaufgeklirt. Erst unliingst wies Kiister?) 
darauf hin, dafB die Beweisfiihrung von Hiifner und Kiilz 
nicht zwingend ist. Gibt man nimlich dem Methiamoglobin die 
Kormel Hb - OH und dem Oxyhiimoglobin die Formel HbQ,, so 
wird man sich die Reaktion beider K6rper mit Stickoxyd 
folgends vorstellen kénnen. 


') R. v. Zeynek, Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 426 (1901). 
*) W. Kiister, Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 165 (1910). 
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Hb- OH + 2NO = HbNO + NHO, 
beziehungsweise 
HbO, + 3NO +- H,O = HbNO + HNO, ++ HNO,. 

Es ist zu ersehen, dai eine Molekel des Farbstoffes in 
beiden Fallen die Bildung von einer Molekel salpetriger Siure 
veranlafit, welche ihrerseits aus dem der Farbstofflésung 
zugesetzten Harnstoffe dieselbe Menge Stickstoff befreien wiirde. 

Der Stickoxydverbrauch bei der Bildung von Stickoxyd- 
himoglobin bei direkter Einwirkung von Stickoxyd auf Methi- 
moglobin wurde von Hiifner und Reinbold!) auf absorp- 
tiometrischen Wege bestimmt. Es wurde festgestellt, daB bei 
der Reaktion durch eine Molekel Methimoglobin zwei Molekeln 
des Stickoxyds verbraucht werden. Dieser Befund verleiht in 
Gemeinschaft mit der Tatsache, dafh bei der Einwirkung von 
Methamoglobin auf Stickoxyd salpetrige Saiure gebildet wird, 
der Auffassung Kiisters tiber die Konstitution des Methiimo- 
globins und seiner obigen Gleichung eine ziemlich feste Basis. 
Die Bestimmung der Menge der salpetrigen Sdure im Ver- 
haltnis zum angewandten Methiimoglobin steht allerdings 
noch aus. 

Es fehlt uns aber nicht an neueren Beobachtungen, welche 
gegen Kiisters Auffassung und fiir die urspringliche Zey- 
neksche Formel mit zwei OH-Gruppen zu sprechen scheinen. 
Vor kurzem hat Letsche?) die Umwandlung des Oxyhiémo- 
globins in Methamoglobin durch Hydroxylamin verfolgt. Seine 
Versuche erbrachten den direkten Beweis dafiir, dai das Methi- 
moglobin einer niedrigeren Oxydationsstufe des Radikals Hb 
entspricht als das Oxyhémoglobin. Bei der Reaktion wird 
nimlich Stickstoff und kein Sauerstoff frei, als Beweis dafir, 
daf das Hydroxylamin bei der Reaktion reduzierend wirkt. 
Bei der Priifung der st6échiometrischen Verhiiltnisse der Reak- 
tion fand Letsche, daB zur Umwandlung einer Molekel des 
Oxyhaimoglobins zwei Molekeln des Hydroxylamins notig waren. 
Dieser Befund spricht im Sinne der Gleichung : 





1) G. Hiifner u. B. Reinbold, Arch. f. (Anat. u.) Physiologie, 1904, 


Suppl. 391. 
*) E. Letsche, Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 412, 1912. 
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ou 
HbO, -+ 2NH,OH = HOC + 2H,0 + N, 


OH 
fiir die Methaémoglobinformel HbC (resp. Hb =O), da sonst 


im Sinne der Gleichung 
2HbO, -+- 6NH,OH = 2HbOH + 3N, + 8H,0 

3 Molekel Hydroxylamin mit einer Molekel des Oxyhimoglobins 
reagieren miiften. Die Versuche, diesen Befund durch die Be- 
stimmung des befreiten Stickstoffs zu bestatigen, schlugen fehl, 
indem sie zu schwankenden Resultaten fiihrten. 

Soviel kann jedenfalls als sichergestellt betrachtet werden, 
dafi das Methimoglobin den Grad der Oxydation des Kernes Hb 
betreffend eine Mittelstellung zwischen dem Oxyhamoglobin 


und dem reduzierten Haimoglobin (Hb) einnimmt. Es ist jedoch 
noch zu entscheiden, ob ihm die Formel von Zeynek 


/ OH 
(1c = Hb ~O + H,O 
OH 


oder die von Kiister (Hb—QOH) zuzuschreiben ist. 

Um weitere Angaben zur Entscheidung der geschilderten 
Frage zu gewinnen, hielt ich die quantitative Verfolgung der 
Reaktion zwischen Oxyhaémoglobin und Ferricyankali fiir geeignet. 
Uber diese Reaktion war bisher soviel bekannt, daB das Oxy- 
himoglobin durch einen Uberschu8 von Ferricyankali véllig in 
Methimoglobin umgewandelt wird und daf bei dieser Reaktion 
eine dem «lockeren» Sauerstoff des Oxyhémoglobins ent- 
sprechende Menge Sauerstoff befreit wird. Das Ferricyankali 
wird im Laufe der Reaktion zu einem Ferrocyanid reduziert, 
seine Wirkung ist demnach eine oxydierende. Der Umstand, 
da aus Kohlenoxydhimoglobin unter sonst gleichen Verhialt- 
nissen CO befreit wird, beweist, daB der befreite Sauerstoff 
dem «lockeren» Sauerstoff des Oxyhaimoglobins nicht nur in 
seiner Menge gleich ist, sondern daf die lockeren Sauerstoff- 
atome selbst im entweichenden Gase erscheinen. Demnach ist 
die Annahme berechtigt, daB die Reaktion in zwei Phasen 
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verlauft. In der ersten Phase wird das Oxyhéimoglobin durch 
Vertreibung des «lockeren» Sauerstoffs in «reduziertes» Hii- 
moglobin umgewandelt, in der zweiten wird dieses durch das 
Ferricyanid zu Methimoglobin oxydiert.!) Die st6échiometrischen 
Verhiltnisse der Reaktion sind im tibrigen nicht festgestellt. 
v. Zeynek?) nahm an, da die Reaktion den Verlauf 
Hb’) + 2K,FeCy, -+ 2H,0 = HbM + 2K,lFec 
Sb + 2K,FeCy, + 2H,O = ie -++- 2K,HFeCy, + 0, 

hitte. Dieser Annahme liegt die Vorstellung zugrunde, daf das 
Methiimoglobin zwei OH-Gruppen an der Stelle des « lockeren » 
Sauerstoffs des Oxyhimoglobins enthielte. Nimmt man dagegen 
Kiisters*) Formel an, so wird die Gleichung sich folgends 
gestalten : 





Hb( | + K,FeCys + 2H,0 = Hb-OH + K,lFeCy, + Oy 





Aus dem Vergleiche beider Gleichungen ist zu ersehen, 
daB man aus der Bestimmung der an der Reaktion beteiligten 
Menge des Ferricyanids Schliisse auf die Konstitution des 
Methaémoglobins gewinnen kann. *) 

Die im experimentellen Teil dieser Arbeit ausfiihrlich zu 
beschreibenden spektrophotometrischen und gasometrischen 
Versuche fiihrten zum Resultate, daB die HKeaktion zwischen 
Oxyhémoglobin und Ferricyankali streng st6dchiometrisch ver- 
lauft, und daB zur Umwandlung einer Molekel des Oxyhamo- 
globins beziehungsweise zur Vertreibung einer Molekel des 
Sauerstoffs aus dem Oxyhimoglobin eine Molekel K,FeCy, 
notig ist. Dieser Befund deckt sich vollkommen mit der 
Kiisterschen Auffassung, wonach im Methimoglobin das 





') Bei der Bildung des Methamoglobins aus Oxyhamoglobin durch 
Hydroxylamin soll die Reduktion ohne Abspaltung des «<lockeren» Sauerstoffs 
unmittelbar durch die reduzierende Wirkung des Hydroxylamins erfolgen. 

*) R. v. Zeynek, Arch. (Anat. u.) Physiologie, 1899, S. 460. 

7a. a &. 


0 
4) Die Haldanesche Auffassung: Methimoglobin = HbZ , wiirde 
*O 
die Beteiligung von 4 Molekeln K,FeCy, an der Reaktion bei der Um- 


wandlung einer Molekel Oxyhamoglobin in Methaimoglobin erfordern. 
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Radikal Hb nur mit einer OH-Gruppe verbunden ist. Ich glaube 
dafiir mit den vorliegenden Untersuchungen einen wichtigen 
Beweis gebracht zu haben. Ich glaube auch festgestellt zu 
haben, dal} die Reaktion zwischen Oxyhémoglobin und Ferri- 
cyankali im Sinne der Gleichung 


() 
Hb/ | + KyFeCy, + H,0 = Hb-OH + K,HFeCy, + 0, 
() 


verliiuft. 

Es mu® allerdings bemerkt werden, dali die Annahme 
der Bildung vom Ferrocyanid K,HFeCy, nicht auf direkten 
Beweisen beruht. Die Reduktion des Ferricyanids zu einem F erro- 
eyanid konnte ich zwar durch den Nachweis eines Ferrocyanids 
im Dialysat des Reaktionsgemisches stets bestiitigen, eine nahere 
Untersuchung des gebildeten Ferrocyanids steht jedoch noch aus. 

Die Frage tiber die Ursache des Widerspruches zwischen 
den Befunden von Letsche und den hier mitgeteilten mui 
offen gelassen werden. 

Auch darf es nicht unerwiihnt bleiben, dafi bei der Um- 
wandlung des Oxyhiimoglobins, 

0 
bg 
in Methiimoglobin, welchem also die Formel Hb—OH zuge- 
schrieben werden darf, das zweiwertige Radikal Hb eine seiner 
Valenzen einbiift, oder in irgend einer durch die Formel nicht 
veranschaulichten Weise verwendet. 

Die Annahme von Kiister,!) daf das Eisen des Radikals 
Hb im «reduzierten» Himoglobin mit zwei Valenzen, als Ferro-, 
im Methamoglobin mit drei Valenzen, als Ferriatom vorhanden 
wire, im Oxyhiimoglobin aber aufier diesen noch eine Neben- 
valenz erhielte, welche bei der Umwandlung in Methamoglobin 
verschwindet oder ungesittigt bleibt, mag eine Erklaérung dieser 
Verhiltnisse bringen. Diese Auffassung Kiisters blieb jedoch 
nicht unangefochten und bedarf noch weiterer Beweise. Aller- 
dings muf man vorlaufig auch der nachstliegenden Méglichkeit, 
dafi namlich die freigewordenen Valenzen des Radikals Hb sich 


a. a. ©. 
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gegenseitig sittigen, Aufmerksamkeit schenken. In diesem Falle 
miiBte das Methimoglobin die doppelte MolekulargréBbe des Oxy- 
hiimoglobins besitzen. Es ist nicht ohne Interesse hier zu er- 
wéhnen, dai Piloty und Funk!) dem Hamin das doppelte 
Molekulargewicht des geringsten Wertes zuschreiben und daraus 
ein doppeltes Molekulargewicht (ca. 30000) fiir das Oxyhimo- 
globin berechnen. Im Sinne der Auffassung von Kiister,*) wo- 
nach das Hiimatin (somit auch das Hiamin) als eine zum Met- 
himoglobin und nicht zum Oxyhémoglobin gehérende Verbindung 
zu betrachten ist, ware diese Berechnung des Molekular- 
gewichtes nur auf das Methimoglobin zu beziehen. Zur Ent- 
scheidung der Frage wire die von Hiifner und Gansser*) 
zur Bestimmung der MolekulargréBe des Oxyhimoglobins mit 
volligem Erfolg gebrauchte osmometrische Methode geeignet. 
Derartige Versuche sind bereits im Gange. 


Experimenteller Teil. 

Nach dem im vorgehenden Teile dieser Arbeit Gesagten 
hatte das Experiment zu beweisen, ob bei der Reaktion zwischen 
Oxyhiémoglobin und Ferricyankali zur Umwandlung einer Molekel 
des ersteren eine oder zwei Molekel des letzteren notig sind. 
Ich war bestrebt, die durch eine bestimmte Menge Ferricyankali 
verursachte Umwandlung des in Uberschu8 vorhandenen Blut- 
farbstoffs erstens unmittelbar auf spektrophotometrischem Wege, 
dann aber auch indirekt auf gasometrischem Wege, durch die 
Messung des freigewordenen Sauerstoffs, zu bestimmen. Beide 
Versuchsreihen fiihrten zu brauchbaren und iibereinstimmenden 
Resultaten. Es wurde auch ein dritter Weg eingeschlagen, 
nimlich die Bestimmung des aus einem Uberschuf des Ferri- 
cyankalis durch eine bestimmte Menge des Oxyhémoglobins 
entstehenden Ferrocyanids. Bei einigen Vorversuchen lieB sich 
jedoch die Isolierung der Salze vom Blutfarbstoff weder durch 





1) O. Piloty u. H. Funk, Berichte der deutschen chem. Gesell- 
schaft, Bd. 45, S. 2495 (1912). 

*) W. Kiister, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, 
Bd. 43, S. 370 (1910). 

5) G. Hiifmer u. E. Gansser, Arch. f. (Anat. u.) Physiologie, 
1907, S. 209. 
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Dialyse, noch durch Ultrafiltration mit der erforderlichen Ge- 
nauigkeit ausfihren, so dafi ich von der weiteren Verfolgung 
dieser Richtung Abstand nehmen mufte. 


I. Versuche mit Hiifners Spektrophotometer. 


Prinzip. Wird eine wisserige oder schwach alkalische 
Losung von Oxyhiimoglobin mit einer zur voélligen Umwandlung 
desselben in Methaémoglobin unzureichenden Menge Ferricyan- 
kali behandelt, so werden im resultierenden Reaktionsgemische 
beide Farbstoffe nebeneinander vorhanden sein. Da wir in der 
Spektrophotometrie der Blutfarbstoffe eine Methode besitzen, 
welche die quantitative Bestimmung des Methaémoglobins bei 
gleichzeitig in der Lésung vorhandenem Oxyhimoglobin, sowie 
auch die Bestimmung des letzteren in Gegenwart von Methimo- 
globin zuli®t, so kann durch die Spektrophotometrie der ur- 
spriinglichen Farbstofflosung und des Reaktionsgemisches der 
Grad der Umwandlung des Blutfarbstoffs bestimmt und dann mit 
der Menge des zugesetzten Ferricyankalis verglichen werden. 

Bestimmung des Absorptionsverhaltnisses. Das 
Wesen der quantitativen spektrophotometrischen Analyse wird 
bekanntlich durch die Gleichung 

c= Ac 

ausgedriickt, in welcher c die in einem Kubikzentimeter der 
Loésung vorhandenen Gramme des Farbstoffes, € die an einer 
bestimmten Stelle des Spektrums bestimmte Extinktion und A 
eine Konstante, das sogenannte Absorptionsverhaltnis, bedeutet. 
Diese Konstante, welche von der Konzentration der gepriiften 
Lésung bis zu einem gewissen Grade unabhingig ist, aber von der 
Art des Farbstoffes und von der Wellenlange abhingt, wurde 
von Hiifner und seinen Schiilern fiir die verschiedenen Blut- 
farbstoffe und fiir die Spektralregionen \ = 554—565~ und 
h = 531,5—542,2 wu bestimmt. 

Da jedoch Butterfield!) vor einigen Jahren darauf hin- 
gewiesen hat, daB die Konstante A sich auch je nach dem 
Apparate und dessen Einstellung andert, hielt ich es fiir un- 
erlaBlich, den Wert fiir A mit dem Apparate des physiologischen 


') E. E. Butterfield, Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 173, (1909). 
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Instituts der Universitat Kolozsvar, welcher mir zur Verfiigung 
stand, selbst zu bestimmen. 

Zu diesem Zwecke habe ich aus frischen Pferdeblut- 
kérperchen nach dem Hiifnerschen Verfahren‘) krystallinisches 
Oxyhimoglobin dargestellt und dasselbe aus gekochtem Wasser 
unter Anwendung von Alkohol dreimal umkrystallisiert. Zur 
Bestimmung des Absorptionsverhiltnisses wurde je ein ent- 
sprechender Teil des Krystallbreies aus der zweiten und dritten 
Krystallisation, ohne die Mutterlauge vorher genau zu entfernen, 
in einem vorher gewogenen Trockengefafe, mit méglichst wenig 
Wasser gemischt, gewogen, auf das sorgfiltigste verriihrt und 
je zwei aliquote Teile davon mit allen notigen Kautelen, um 
die gleichmabige Zusammensetzung des Breies nicht zu iindern, 
entnommen. Die entnommenen Teile, deren Gewicht durch 
Zuriickwiagen des Restes bestimmt wurde, léste ich sofort in 
15—20 ccm fassenden Mafkolben in 0,1°/oiger Sodalésung, 
fiillte bis zur Marke auf und machte aus dieser Stammlisung 
die zur spektrophotometrischen Bestimmung ndotigen Verdiin- 
nungen. Diese wurden mdglichst sofort der spektrophoto- 
metrischen Priifung unterzogen, inzwischen aber in Eiswasser 
auf bewahrt. 

Der im Trockengefaf verbliebene Rest des Krystallbreies 
wurde in trockenem H,-Strome zunachst bei niedriger Tem- 
peratur, schlieBlich bei der Temperatur des siedenden Toluols 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Um mich zu tiberzeugen, 
ob die zwei- bis dreimalige Umkrystallisierung des Priaparates 
geniigend reines Oxyhimoglobin lieferte, und dafi das Gewicht 
des Trockenriickstandes mit Recht dem des im Krystallbrei 
vorhandenen Oxyhiimoglobins gleichgestellt werden kann, be- 
stimmte ich in zwei Fallen den Ejisengehalt der aus den 
zweimal respektive dreimal umkrystallisierten Priparaten ge- 
wonnenen Trockenriickstéande nach Neumann. Dieser wurde 
beim zweimal umkrystallisierten Rraparate 0,339°/o, beim drei- 
mal umkrystallisierten Priparate 0,331°/o, im Mittel 0,335 °/o 
gefunden. Ich war demnach berechtigt, das Gewicht des 


.2 3 Birker, Tigerstedts Handbuch der physiolog. Methodik, 
Leipzig, 1910, Bd. 2, S. 93. 


17* 
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Trockenriickstandes fiir den Oxyhaémoglobingehalt des Breies 
einzusetzen und daraus den Wert fiir c Oxyhémoglobingehalt 
eines Kubikzentimeters der spektrophotometrisch gepriften ver- 
diinnten Lésung zu berechnen. 

Die spektrophotometrische Priifung dieser verditinnten 
Lésungen in den beiden Hitifnerschen Spektralregionen lieferte 
die noch nétigen Werte von € und e‘, um aus den Gleichungen 

: = A und : = A’ 
das Absorptionsverhiltnis desOxyhémoglobins fiir beide Regionen 
zu erkennen. 

Zur Bestimmung dieser Werte stellte ich zweimal aus 
frischen Pferdeblutkérperchen frische Oxyhimoglobinkrystalle 
dar (Darstellung A und B), diese wurden dreimal umkrystal- 
lisiert und je ein Teil des zweimal umkrystallisierten Farb- 
stoffes (1) und des dreimal umkrystallisierten Farbstoffes (Il) 
auf die soeben geschilderte Weise aufgearbeitet. Aus dem 
Krystallbrei wurden jedesmal aliquote Teile (1—2)!) entnommen 
und geldst, schlieflich aus jeder dieser Lésungen je zwei Ver- 
diinnungen (a—b) zur spektrophotometrischen Untersuchung 
bereitet. Die Extinktion wurde in jedem Falle in  beiden 
Hiifnerschen Regionen durch je 10 Ablesungen am Spektro- 
photometer (5 links, 5 rechts) bestimmt. 

Die Zahlen dieser Versuchsreihe sind aus der folgenden 
Tabelle zu ersehen. 

Die Zahlen dieser Tabelle konnten nicht alle verwertet 
werden. Durch die zahlreichen Bestimmungen von Hiifner 
und seiner Schule wurde das Extinktionsverhiltnis des Oxy- 


hiimoglobins (< Jz 1,578 festgestellt. Bedeutende Abweichungen 


von dieser Zah] weisen stets auf eine Verunreinigung des Oxy- 
hiimoglobins oder auf Versuchsfehler hin. Aus den Angaben 
der obigen Tabelle sind demnach diejenigen, bei welchen diese 


‘) Der eine der aus dem dreimal umkrystallisierten Krystallbrei 
der ersten Darstellung entnommenen Teile ging verloren, aus dem parallel 
entnommenen zweiten Teile wurde nur eine Verdiinnung bereitet. 
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Zahl vom angegebenen Werte staérker abweicht, als aus irgend 
welchem Grunde fehlerhafte auszuschlieBen. 

Diese eingeklammerten Zahlen der Tabelle wurden bei 
der Berechnung der Mittelwerte fiir A, und A’ nicht verwertet. 
Die verbleibenden Bestimmungen ergeben die Mittelwerte: 


A, = 0,002095 und A, = 0,001326. 


Da das Verhiiltnis beider Zahlen nicht genau dem von 
Hiifner angegebenen Extinktionsverhiltnis 


A 
( - 1373) 
A, 


entspricht, die Abweichung aber innerhalb der Fehlergrenzen 
liegt, so habe ich zur Korrektion auf Grund der Gleichung 

A, ; 
oe oe Ee 


A, 
aus dem gefundenen Werte fir A, den diesem genau ent- 
sprechenden Wert fiir A) und umgekehrt aus dem gefundenen 
Werte fiir A’ den diesem genau entsprechenden Wert fir 
A, berechnet, und das Mittel der gefundenen und so berech- 
neten Werte als die Konstanten des Apparates betrachtet. 














A, | A, | AY 
Gefunden .......0..- 0,002095 0,001326 
Gegenseilig berechnet. . . . . 0,002092 0,001327 
Mittelwert. ........0- | 0,002094 0.001328 


Diese Korrektion hielt ich um so mehr statthaft, da sich 
die meisten Autoren mit der Bestimmung von A’ begniigten 
und aus diesem den Wert fiir Ao berechneten. 

Aus den Gleichungen 


H R Z R 1 
A, a A, und An ay An } 
Z AR Z A'R 

Ren An m a. 


*) All = Absorpstionsverhiltnis des Oxyhamoglobins in der I, Region 
nach Hiifner. 

AZ = Absorptionsverhialtnis des Methamoglobins in der I. Region 
nach v. Zeynek, 

A“ — Absorptionsverhiltnis des Methimoglobins in der II. Region 


m 
nach v. Zeynek. 


t 
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ergaben sich fiir das Methimoglobin die folgenden Absorptions- 


verhaltnisse : 
A,, = 0,002101 (= num. 0,32245 — 3) 


m 


A. = 0,001774 (= num. 0,24904 — 3) 


m 


Zum Vergleich sollen die von verschiedenen Autoren fiir 
ihre Apparate bestimmten Absorptionsverhiltnisse hier stehen. 











} ‘ ‘ 

A, A, An A, 
Hiifner resp. Zeynek | 0,002070  0,001312 | 0,002077 _0,001754 
Butterfield... . . | 0,00187 | 0,00118  0,001876 | 0,001585 

Letsche. .... . ., 0,002081 | 0,001325 — | — 
Verfasser. . . . . . . | 0,002094 | 0,001327 | 0,002101  0,001774 


Orientierende Versuche itiber die Verliblichkeit des 
geplanten Verfahrens. 


Die Genauigkeit der spektrophotometrischen Bestimmung 
des Blutfarbstoffes in reinen Lisungen auf Grund der Glei- 
chungen Age = ec und Ao‘e’ = © wurde von verschiedenen 
Autoren schon Ofters gepriift, sie brauchte demnach keiner 
weiteren Kontrolle unterzogen werden. Uber die experimentelle 
Verwendbarkeit der von Vierordt und Hiifner empfohlenen 
Methode zur Bestimmung zweier Farbstoffe nebeneinander 
liegen jedoch in der Literatur keine geniigenden Angaben vor. 
Es mufte demnach zuerst festgestellt werden, ob die erreich- 
bare Genauigkeit dem vorliegenden Zwecke entspricht. Die 
absolute Menge des in einem Kubikzentimeter der Loésung 
neben Oxyhiimoglobin vorhandenen Methimoglobins wird nach 
Vierordt') durch die folgende Gleichung gegeben. 


m= es 


ke = Absorptionsverhaltnis des Oxyhimoglobins in der I. Region 
nach Verf. 

AR == Absorptionsverhiltnis des Methméoglobins in der I. Region 
nach Verf. 

= = Absorptionsverhialtnis des Methimoglobins in der II. Region 
nach Verf. 

1) C. Vierordt, Die Anwendung des Spektralapparates zur Photo- 
metrie der Absorptionsspektren und zur quantitativen chemischen Analyse. 


Tibingen 1873,S. 51 ff. 
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Die auf die gesamte Menge des Farbstoffes bezogene 
relative Menge des Methémoglobins geht aus der Dreser- 
Hiifnerschen Gleichung 


157,8 — 100 < 
— 0,393 

hervor. Sie ist iibrigens aus einer Tabelle Hiifners') un- 
mittelbar abzulesen. Aus diesem relativen Werte laft sich 
der absolute Wert des Oxyhamoglobins leicht berechnen. 

Die Priifung der Verwendbarkeit des Verfahrens wurde 
durch die spektrophotometrische Untersuchung von Blutfarb- 
stoffgemischen bekannter Zusammensetzung ausgefiihrt. Solche 
Gemische wurden aus frischem Blute und einer LOsung von 


einem alten, aus.Pferdeblut bereiteten Methamoglobinpraparate 
bereitet. 


I. Vorversuch. 


Bereitung und Zusammensetzung des Gemisches 


a) Verdiinnte Lésung einiger Tropfen des eigenen Blutes. 


4 


: = 1,582. Hb*°° (Oxyhamoglobingehalt von 100ccm der Lésung) : 0,1487 g, 
b) Methimoglobinlésung. 


/ 


€ 


c) Gemisch. 
Aus der Lisung a) 2 ccm = 0,002974 g Hb, 
> » >» b)4 » = 0,006688 » Hb,, 


Zusammen 6ccm = 0,009662 g Hbo 4m 


Jedes Kubikzentimeter des Gemisches enthielt demnach 0,000496 g Hb, 
und 0,001114 » Hb; 


Zusammen 0,001610 g Hb, 4 
Spektrophotometrische Untersuchung des Gemisches. 


7 ee i © — 1324 om (auf die Gesamtmenge des Blutfarb- 








stoffes bezogene Menge des Methimoglobins) = 64,65. 


‘) G. Hiifner, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1900, Bd. 39. 





~ = 1,190. Hb} (Methamoglobingehalt von 100 ccm der Lisung) : 0,1672 g, 
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Daraus 
Co == 0,000068 (= Coa m —_ Cn) 
Cm == 0,001012 (nach der Vierordtschen Formel berechnet) 
Co 4m = 0,001566 | — aaa Na 
%o m 


Vergleichung des gefundenen Resultates mit der berechneten 





Zusammensetzung. 
nnn nnn nnnnnnnnnnnneee_____eee__.._._.__.____t 
Berechnet | Gefunden | Fehler 
C, = 0,000496 | 0,000554 | +0,000058 = +. 11,69%o 
C,, = 0,001114| 0,001012 | —0,000102 = — 915% 
Coam = 0,001610 | 0,001566 | —0,000044 = — 2.73% 


II. Vorversuch. 


Bereitung und Zusammensetzung des Gemisches. 


a) Frische Rinderblutlésung. 
i? 


— = 1,586, C, = 0,001348. 
b) Methaimoglobinlésung. 

—— wn $400 Cy, == 0,001750. 

€ 


c) Gemisch. 
Aus der Lésung a) 53,4 cem = 0,07198 g Hb, (= 53,4 * 0,001348) 
> »  » b) 35,5 » = 0,06213 » Hb, (= 35,5 X0,001750) 
0,1 °/oige Na,CO,- >» 11,1 » 





Der Farbstoffgehalt der mit dem Spektrophotometer unter- 
suchten Lésung war demnach der folgende: 


C, = 0,0007198 
C, = 0,0006213 
Co 4m = 0,0013411. 


Angenommen, daf die Lésung zur spektrophotometrischen 
Untersuchung auf das 40fache verdiinnt wurde, der Farbstoff- 
gehalt von 500 ccm der konzentrierten Lésung berechnet sich zu 

Hb?” = 14,40 g 


Hb? = 12,43 >» 
He, m= 26,83 g. 
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Die auf die gesamte Menge des Farbstoffes bezogene 
relative Menge des Methamoglobins geht aus der Dreser- 
Hiifnerschen Gleichung 


4 


157,8 — 100 — 
7 0,393 
hervor. Sie ist iibrigens aus einer Tabelle Hiifners') un- 
mittelbar abzulesen. Aus diesem relativen Werte 1laBt sich 
der absolute Wert des Oxyhamoglobins leicht berechnen. 

Die Priifung der Verwendbarkeit des Verfahrens wurde 
durch die spektrophotometrische Untersuchung von Blutfarb- 
stoffgemischen bekannter Zusammensetzung ausgefiihrt. Solche 
Gemische wurden aus frischem Blute und einer Lésung von 
einem alten, aus.Pferdeblut bereiteten Methimoglobinpraparate 


bereitet. 


I. Vorversuch. 


Bereitung und Zusammensetzung des Gemisches, 


a) Verdiinnte Lésung einiger Tropfen des eigenen Blutes. 


< = 1,582. Hb!°° (Oxyhimoglobingehalt von 100ccm der Lisung) : 0,1487 g, 


b) Methémoglobinlosung. 


. = 1,190. Hb‘°° (Methamoglobingehalt von 100 ccm der Lésung) : 0,1672 g, 


c) Gemisch. 
Aus der Lisung a) 2 ccm = 0,002974 g Hb, 
: = >» b)4 » = 0,006688 » Hb, 
Zusammen 6 ccm = 0,009662 g Hb, 4» 


Jedes Kubikzentimeter des Gemisches enthielt demnach 0,000496 g Hb, 
und 0,001114 » Hb,, 


Zusammen 0,001610 g Hb, 4 


Spektrophotometrische Untersuchung des Gemisches. 








4 


? a ie < — 1,324 om (auf die Gesamtmenge des Blutfarb- 
stoffes bezogene Menge des Methimoglobins) = 64,65. 


') G. Hiifmer, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1900, Bd. 39. 














oo 


SS ee 











Beitrage zur Kenntnis des Methamoglobins. 265 


Daraus 
C, = 0,000554 (= Co 4m — Cn) 
Ca == 0,001012 (nach der Vierordtschen Formel berechnet) 
Cy 4m = 0,001566 (- —— ~ 
/o m 


Vergleichung des gefundenen Resultates mit der berechneten 





Zusammensetzung. 
LLL 
Berechnet | Gefunden | Fehler 
C, = 0,000496 0,000554 | +0,000058 = +. 11,69% 
Cy, = 0,001114| 0,001012 | —0,000102 = — 9,15%> 
Co 4m = 0,001610 | 0,001566 | —0,000044 = — 2,780 


II. Vorversuch. 


Bereitung und Zusammensetzung des Gemisches. 


a) Frische Rinderblutlésung. 


cn: 1 C, = 0,001348. 
¢ 

b) Methamoglobinlésung. 
~ = 1,181. Cyn == 0,001750. 
€ 


c) Gemisch. 
Aus der Lésung a) 53,4 ccm = 0,07198 g Hb, (= 53,4 « 0,001348) 


> » >»  b) 35,5 » = 0,06213 » Hb, (= 35,5 « 0,001750) 
0,1 °/oige Na,CO,- » 11,1 » 





Der Farbstoffgehalt der mit dem Spektrophotometer unter- 
suchten Loésung war demnach der folgende: 
C == 0,0007198 


0 


C, = 0,0006213 
Coa m == 0,0013411. 

Angenommen, dafi die Lésung zur spektrophotometrischen 
Untersuchung auf das 40fache verdiinnt wurde, der Farbstoff- 
gehalt von 500 ccm der konzentrierten Lésung berechnet sich zu 

Hb? == 14,40 g 
Hb? = 12,43 > 


Hom = 26,83 g. 
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Angenommen ferner, dafi urspriinglich die ganze Menge 
(26,83 g) des Blutfarbstoffs als Oxyhimoglobin vorhanden war 
und dieses sich durch eine bestimmte Menge von K,FeCy, in 
dem durch die obigen Zahlen ausgedriickten Grade veriinderte, 
so kann der Unterschied zwischen der supponierten unver- 
iinderten Oxyhamoglobinlésung und dem untersuchten Gemische 
durch die folgenden Zahlen ausgedriickt werden 


lib, (Zunahme an Methimoglobin) = 12,43 g 
Hb, (Abnahme an Oxyhaimoglobin) == 12,43 g. 

Sollte eine solche Umwandlung des Oxyhiimoglobins in 
Methiimoglobin durch 0,2474 g K,FeCy, bewirkt werden, so 
wiirde man daraus berechnen k6nnen, daf 1 Molekiil d. i. 
529,21 g Ferricyankali 16600 d. i. 1 Molekiil Oxyhiimoglobin 
in Methimoglobin verwandeln wiirde. Hiitte man dagegen zur 
Umwandlung von 12,43 g Oxyhéimoglobin 0,4948 K,FeCy, not- 
wendig gehabt, so wiirde man daraus schlieBen, daB® 1 Molekiil 
K,FeCy, nur 3/2 Molekiil Hb, in Hb, tberfiihren kann. 


Spektrophotometrische Priifung des Gemisches. 


e = 0.621. € 


: 0 879 eas 1,404. °fom (aus Hiifners Tabelle) = 44,28. 
€ = O16. : 
Daraus 
CG, == 0,0007229 Hb?” —- = 14,46 g 
c.. = 0,0005745 ferner Hb’? = 11,49 » 
Co 4m = 0,0012974 Hbo.m = 25,95 g. 


Nehmen wir nun wie friiher an, dafB das Gemisch aus 
500 cem einer reinen Losung von 26,83 g Oxyhémoglobin durch 
die EKinwirkung von Ferricyankali entstand, und bezeichnen 
wir den Unterschied der supponierten reinen Oxyhamoglobin- 
losung gegeniiber durch 


“+ 
Hb,, = 11,49 g 


Hb, = 12,37 > 
Da diese 2 Ausdriicke fiir die Umwandlung des Oxy- 
himoglobins in Methiimoglobin nicht vollig tibereinstimmen, 
einander jedoch ziemlich nahe liegen, so kann ihr Mittelwert 
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bs 


bo 


Beitrage zur Kenntnis des Methimoglobins. 


ib. + Hi 
= ) 
( m 5 oO a 1198) 


als MaB der Methimoglobinbildung betrachtet werden. Wiirde 
diese Umwandlung des Oxyhamoglobins auf Zusatz von 0,2474 g 
K,FeCy, erfolgen, so wiirde 1 Molekel dieses Kérpers 0,86 Mo- 
lekel Hb, — in Hb,, umwandeln. (Oben 1,00 Mol. berechnet). 
Nimmt man aber an, dafi zur Umwandlung 0,4958 g K,FeCy, 
nétig waren, so wirde sich das Verhiiltnis 1 Mol. Ferri- 
cyankali: 0,43 Mol. Hb, berechnen. (Oben 0,50 Mol. be- 
rechnet). 

Die Vorversuche zeigen, dai man vom Verfahren keine 
absolut genauen Resultate erwarten kann. Sie ermunterten 
jedoch zur Ausfiihrung der Versuche, da die erreichbare Ge- 
nauigkeit zur Entscheidung der Frage, ob zur Umwandlung 
einer Molekel Oxyhimoglobin 1 oder 2 Molekel Ferricyankali 
nétig sind, gentigend erschien. 


Versuche zur Feststellung der Wirkung des 
Ferricyankalis. 


Um die Versuche mdglichst einfach zu gestalten, war ich 
genotigt, anstatt reiner Losungen von krystallinischem Oxyhimo- 
globin mit 0,1°/oiger Sodalésung bereitete moglichst konzen- 
trierte Loésungen von frischem Blut zu verwenden.!) Samtliche 
Versuche dieser Gruppe wurden nach demselben Schema durch- 
gefiihrt. Den Gang der Versuche und die Berechnung der 
Resultate soll der beispielsweise hier ausfiihrlich mitgeteilte 
I. Versuch bekannt machen. 


I. Versuch. 


Versuchsmaterial: 
Mit 11/2 Vol. 0,1°/oiger Na,CO,-Lésung hiimolysiertes 
frisches Schweinebiut. 


') Die Reindarstellung der nétigen gréferen Menge von Oxyhimo- 
globin ware in Ermangelung einer entsprechenden grofen Zentrifuge nicht 
nur viel zu umstindlich gewesen, sondern man hitte auch kaum met- 
hamoglobinfreie Priparate erhalten kénnen. 
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Erste spektrophotometrische Untersuchung. 


Kollimatorspalt 0,2 mm; Rauchglas beiseite geschoben. 

a) 2,00 cem der obigen Blutl6sung wurden mit der Pipette 
abgemessen und in einem Mefkolben mit 0,1°/oiger Na,CO,- 
Lisung auf 100 ccm verdiinnt: 


€ = 0,609 
= 0,995 é 
Hb?” (Oxyhamoglobingehalt von 500 ccm der unverdiinnten Blutlisung 


_ (le Ao ™~ n 3 500) = (€’ x Ao’ x n 500) — 32,45 g. 


b) 2,20 ccm derselben unverdiinnten Blutldsung wurden 
mit der Sodalésung in einem Mefikolben auf 100,0 ccm verdinnt: 


= 1,634. 





100 
n 22° 
€ = 0,650 €/ 
{== _ = 
Hb”? = 31,53. 


c) 2,00 cem der Blutlésung wurden mit der Pipette abge- 
messen und in einem Mefkolben mit der Sodalésung auf 80,0 ccm 
verdtinnt: 


80 
=>. 
€ = (0,729 €’ 
; - = 1,582. 
€/ == 3,168 € — 


Hb??? = 30,56. 
Mittelwert aus a, b und c: Hb? = 31,31. 


Behandlung der Blutlésung mit Ferricyankali. 


Mit der unverdiinnten Blutl6sung wurde ein Mefkolben 
von 500 cem bis zur Marke gefiillt, und der Losung im MeBkolben 
mit einer Pipette 5,00—7,00 ccm einer Ferricyankalilésung 
von bekanntem Gehalte zugefiigt. Diese wurde aus reinem, frisch 
umkrystallisiertem und getrocknetem Ferricyankali bereitet und 
enthielt im Kubikzentimeter 0,0881 g, d. i. 0,000268 Mol. K,FeCy,. 

Nach dem Verlauf der Reaktion zwischen Ferricyankali 
und Oxyhimoglobin, welche blo8 einiger Minuten bedarf und 
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von der Bildung eines kleinblasigen Schaumes begleitet ist, 
wurden aus dem Gemische ohne Verz6gerung die Verdiinnungen 
zur zweiten spektrophotometrischen Untersuchung vorbereitet. 
Diese letztere wurde méglichst sofort ausgefiihrt, die verdiinnten 
LOsungen wurden auch inzwischen durch Einlegung in Eis- 
wasser vor der weiteren Zersetzung geschiitzt. 


Zweite spektrophotometrische Untersuchung. 


Kollimatorspalt und Rauchglaskeil wie friiher. 


80 
ajn= 3- 
. 0,671 €’ 1317 
¢/ aa 0.884 — at f. 
i °/o m (Prozent des Methaémoglobins, auf die ganze vorhandene Blut- 
farbstoffmenge bezogen, aus Hiifners Tabelle) = 66,34. 


Hb?” {[Methimoglobingehalt von 500 ccm Blutlésung -- 5,00 ccm 


Ferricyankalilésung 

AL, Am (eA, — € Ay) 8) 

l == 505n ———— = 505 n (e/ Ay — € A, % — 4,017)] = 18,82. 
Ay Am — ApAm 

Hb,, + 9 (Gesamtfarbstoffgehalt von 500 cem Blutlésung +- 5,00 ccm 


Hb” »¢ 100 





m 
66,34 


Hb” (Oxyhamoglobingehalt von 500 ccm Blutlésung -+-- 5,00 ccm 


Ferricyankalilésung = == 26,38. 








Ferricyankalilésung = Hb > Hb?) = 9,56. 
SOU ae 
bh) n= 75 Hb” == 15,96 
‘=o Hb” = 29,57 
ef = 0,859 ae 
€ 9?R 0 m)0Q7 505 ‘ 
“| = 1,366 Jom == 63,97 Hb; = 13,61. 
’ SO Fie Pr 
c) n= -5 Hb = 19,34 
€ ae 0.718 “On 
’ . e JD = a , 
¢/ ; 0,972 Hb 7 0 : 30,40 
€" 505 
1,354 %om = 57,01. Hbj’ = 13,09. 
; 7 
i Mittelwerte aus den Untersuchungen a, b und ec. 
Hb’ = 17,38 g 
505 a 7 
Hb + 0 — 29,47 ” 
Hb?” = == 12,09 ». 











270 B. v. Reinbold, 


Vergleich der Zusammensetzung der Blutlésung vor und 
nach der Behandlung mit Ferricyankali. 


Hb, Hb,, 
Vor der Behandlung ...... . 31,31 — 
Nach der Behandlung. .... . . 12,09 17,58. 
Hb, (Abnahme an Oxyhimoglobin) .19,22 = = = —_ 
+ 
Hb, (Zunahme an Methimoglobin). — 17,38. 


nm 
Da sowohl Hb, als Hb,, die Umwandlung des Oxyhimo- 


globins in Methamoglobin ausdriicken, so wird der Mittelwert 
beider als Mas derselben betrachtet: 


_ + 
Hb, -+ Hb,, 
: 


a 


== 18,30 g. 


Resultat des I. Versuches. 


Da 0,00134 Mol. K,FeCy, 18,30 g Oxyhémoglobin in Met- 
himoglobin tiberfiihren, so wird durch 1 Mol. K,FeCy, 13660 g, 
resp. das Molekulargewicht des Oxyhimoglobins 16600 gesetzt, 
0,83 Mol. Oxyhéimoglobin in Methimoglobin umgewandelt. 


Die zu dieser Versuchreihe gehirenden Zahlen sind in 
der folgenden Tabelle zusammengestellt. 

Die Angaben der beiden vorletzten Kolumnen der Tabelle 
zeigen, dai eine Molekel Ferricyankali mehr als 0,5 Molekel 
Oxyhiimoglobin in Methimoglobin umwandelt. Da es nach 
dem im theoretischen Teile Gesagten nur fraglich ist, ob durch 
eine Molekel K,FeCy, 0,5 oder 1,0 Mol. Oxyhimoglobin in Met- 
himoglobin iibergefiihrt wird, so kénnte man diese Angaben 
schon als hinreichend betrachten, um die letztere Annahme 
zu beweisen. 

Die Abweichungen einzelner Werte vom theoretischen 
sind jedoch zu grof, um sich mit der Genauigkeit der Angaben 
begniigen zu kinnen. Es bestand demnach die Notwendigkeit, 
die auf spektrophotometrischem Wege erhaltenen Resultate 
auch von einer anderen Seite zu unterstiitzen. 
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Il. Gasometrische Versuche. 


Frisches defibriniertes Rinderblut wurde mit dem gleichen 
Volumen sehr verdiinnten (etwa 0,015 normalen) Ammoniaks 
hamolysiert und die Blutlésung bei 2 Atmosphiiren mit Sauer- 
stoff gesattigt. 500 ccm dieser Lisung wurden in eine Flasche 
von ungefahr 1 Liter Inhalt tibergossen. Die Flasche wurde 
mit einem zweimal durchbohrten Gummistopfen, welcher zwei 
Rohren mit Glashahnen trug, verschlossen, mit einem Stiick 
Vacuumschlauch an die Gasbiirette geschlossen und in ein 
Wasserbad von Zimmertemperatur getaucht. Die Zusammen- 
stellung des Apparates ist aus der nebenstehenden Figur leicht 
zu verstehen. 

Nun wurde die Luft 
aus dem Gasraum der 
Flasche A, bei offen- 
stehenden Hahnen a, b, 
e, d durch Sauerstoff 
aus einer Bombe ver- 
drangt und dabei durch 
entsprechendes Heben 
und Senken der Niveau- 
kugel der Biirette Sorge 
getragen, daf} auch in 
der Biirette und den Ver- 
bindungsrdhren keine 
Luft zuriickbleibe. Nach 

dem Abstellen des 
Sauerstoffstromes und 
AbschlieBen des Hahnes 
a wurde die Queck- 
silberoberfliche hoch- 
gestellt und mit dem 

Kathetometer abge- Fig. 1. 
lesen. Nach SchlieBen der Hihne b und ¢ hob ich die Flasche 
aus dem Wasserbade und schiittelte dieselbe einige Minuten 
energisch, um den iiberschiissigen Sauerstoff aus der Lésung 
zu entfernen, und senkte sie wieder in das Wasserbad. Beim 
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Spektrophotometrische Priifung Behandlung Spektrophoto.| m 
der Lésung mit es 6 
vor dem K,FeCy,-Zusatz Ferricyankalium nac) | we 
Versuchsmaterial | | Vol. der | yy a 


Vol, der! ‘K Fe 






























































































e oa Cy Menge , 
n ej é | € Hbe” > ll | Losung Kec Ye a € é 
| inecm| — y1) _in Mol. | 
1. Defibriniertes a 100/23 0,609 0,995 1,63432,45], —  — _- al 80/2 0,671 0,88 .! 
Schweinsblut -+- 11/2 Vol.} b | 1090/2 90.650 1,065 1 638 31 3, — | —_ | b 80/1 § 0,629 (),854 i :, 
O,1°%/oiger Na,CO,- [|e 8/2 |0,759/1,153 1 582 30, 56 | ! _— c 80/2 (0,718 0,972 f iS 
Lisung Mittelwert 31,31] 500 5 0,00134| Mittelwert . . . lt | 
——{|—-!—-|—-|—]—! — |] — Jal % 10,7020 00m. 
Il. Dieselbe BlutlbsungJ—|; — = —!} —) —)| — — | — | — Jb) %» 0,714.09) 
500 | 5  0,00134) Mittelwert | 
Ill. Defibriniertes a | 100/2 (0,633, 1,007 1,591. 33,27, — | — | — fal 80/16 0,554 0,727 3 
Schweinsblut -+ 11/2Vol.J b 10/4, 8/( ),559 0,892 1,596 32,69] — | — es b 100/9 (0,589 0.7 949 3 
O,1%oiger Na,CO.- I yittelwert . . . . « . 32,98] 500! 6 o,00161]®, °/160,577 0.781) 3 
Losung | | | Pilea! s 
in em or 1—-|—f— -- | -- é 80/p 0,802 10 Zz 
IV. Dieselbe Blutlésungj—| — | —| —| —| —]| —| — | em b Mh 0.715 00% 3 
| 2) | i 
| (99,2, 6 —0,00161] Mittelwert . . . Je. 
V. Defibriniertes a 100/2 (0,774 1,211 1,565 40,35 | — — | — fa 1%/2 (0,737 0.971 RY! 
Schweinsblut + 1'/2eVol.fb 80/4, 5/0,678 1 063. 1 637/37, 74), — — | — b 80/1 9 0,665 0.3% 34 
0,1°/oiger Na,CO,-Lésg.| Mittelwert . . . 139.05] 500 | 6 0,00161] Mittelwert . . 
—|—/|—|—|—| — — | |= a 8,2/1 5 0,628 0,841 F 3 
VI. Dieselbe Blutlésung}-—| — | ~~) | — | — ~- | — | — Jb) 8/1,60,674 0.8% ?* 
| | | | 500 | 7  0,00188] Mittelwert . z 

VIL. Detibriniertes a = 0,640 1,01511, 586/26,87| — | — | — |a/1002 50,642 0.87; Be 
Rinderblut -+- 1'/2 Vol. | | | | 500} 5 (0,00134 b > $)0,616 0.875); 
0,1°/oiger Na,CO,-Lisg | | | | | | Miitelwort . . 

VIII. Defibriniertes | a 8/1,70,532)0,890,1,673.27,00] — | — oe a 80/2 0,567 0,78) Re 
Rinderblut -+- 1'/2 Vol.[b >» *) 0,548 0,875, 1,597 27,1 16 -— | a — |b 4) 0,627 084 3) 
0,1°/oiger Na,CO,-Lésg. | Mittelwert . 27,08] 500 | 5  (0,00134] Mittelwert . 

IX. Eine am vorigen Tage 'Hbo®) | | i a 

“UN ae eas 7 hale 0,936 1, 1,465 1, 565 31,30{ 500) 5 0.00134 | 100/3 (0,882 1.17493 

sehr verdiinnten Ammoniaks | | (41,07 | ; 
sevelsale: i deans | || bm) | | | 

X. Frisch.defibriniertes®} a |10/2 (0,613 0,965 /1,5 743201] — {| — | — a 100/5 | (0,905 1,259: 

Rinderblut +-1Vol.sehr})) 5 70,612 0.965 1,574 32,02] — on | — |b > 2) 0,897 1 {8.821 

ees ae . 32,02] 500 5 _—_(0,00134] Mittelwert ‘ 
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I fabe ‘lle. 
—_ , - Priifa 1 Li ay ~ Vergleic hung der Umwandlung — 
holo. ia etrische Frulung der Lusung Resultate beider des Blutfarb- a 
F Cy Z t spektrophotometrischen } stoffs durch emerkung 
nach | xem Kk, FeCy,- monet Z _ Priifungen Jt Mol. K, FeCy 
| ane 
1) 1) ‘ — a Mol ') v: die Anzahl der zu 500 com 
LPS vom nee anaes D8] af, | hy HbotHibm| re 
& Hb Hb der Ferricyankalilisung. 
0,98; f.317 66,34 18,82 | 2838) 946 | —| —| — Mat Sy 
; ' ~~ > | ~~ | ‘ > | | | 
850 Fd. 366 53, 97 15,96 | 29,57 | 13,61 — fe | — — | — 
f B 354.57,01 17.37 | 30,46 | 13,09 —| —| — a Tie 
_. | 17,88} 29,47 | 12,09 117,38 19,22) 18,30 |13660 0,82 
0.949 fA .350 58,04 17,20 | 29,64 | 1244 | —| —| — eas ppee 
),909) 1.273 77,64, 23,45 | 8021 | 6,76 | —| —) — ae 
_ ee 20,32 29,92 | 9,60 ]20,32,21,71, 21,01 115680 0,94 
),742)9.339 60,85) 17,83 | 29,31 1148 | — —) — — |— 
).794)a.348 58,55 18,17 | 31,04 1287 | —| —|; — - — 
ee oname | aac 
).78] pp.394 56,81) 17, 48 30,77 | 13,29 ~~ — | — — — 
{ 17,82 | 30,37 | 12,55 |18,8220,40 19,11 [11870 0.71 








2) Die Blutlésung wurde vor dem 
Ferricyankalizusatz auf 0° abge- 
; | kiihlt. Ihr Volumen verinderte 
 Bvare | gn pr | sich dabei von 500 auf 499,2 ccm. 

— bo 5) | 9. | 4909 ve —_ an _ __ | sich dabei von 500 auf 499, 
) 00 3 330 BLOL 20,75 | 33,67 | 12,92 | Bei der Berechnung der Resultate 
der spektrophotometr.Priifungdes 


de ey 2434 33,76 | 9 42 24.34 23,56) 23,95 14880 0,90 Reaktionsgemisches wurde dieser 
| | | Kontraktion Rechnung getragen. 


$ 


~7 O¢ - - | "6 ’ ~ . | 
006 fF .254 82,47; 27,93 | 33,86 5,93 —- —)| 











orf 317 66,44 25,92 | 39,01 | 1309 | —| —| — oa Teen 
85 F346 59 06 | 21,94 | 37,14 | 1520} —|; —| — adil io 
. See | 23,93 | 38,07 | 14,14 [23,93\24,91) 24,42 115170 0,91 
Sil F339 60,83) 21,60 | 35,61 | 13,94 | —| —| — [om 


90) F321 65,42 4 abet | 1990 F ~~ | 1 
i . | 2254} 35,71 | 13,17 29, 54|25,89) 24,22 112880 0.78 





877/366 53,97] 14,61 | 27,07 | 1246 | —| —| — roma, fon 
sif@et17 40,98) 10,71 | 26,14 | 1543 | —| —| — — | —]|°) 4weite Prifung der Ver- 
i . ae —_ diinnung a. 





| | 
[eer 12,66 | 26,60 | 13,94 ]12.66)12,93) 17,79 |12020 0,7 
78/8319 65,93 15,81 | 23,98 | 817 | —| —| 
8i}H391 57,79 15,84 | 26.54 | 11,20 | — 





*) Zweite Priifung der Ver- 
diinnung a. 


ee eige 
| 16,48 112300 loz 


| 15,57 | 25,26 9.69 15,57 17,39) 


i | 5) Die Lésung wurde am vorigen 
l 


9HB331 67,88, 19,54 | 31,09 | 11,55 |18,47)19,75 "kline Meuse leetehanaiebin” 








P , 
19,11 14280 0,86 kleine Menge Methaimoglobin. 
| | Dies. Versuch wurde dem IX. gago- 
metrisch. Versuche angeschlossen, 





8) Dies. Versuch wurde d. X. gaso- 











mage 97,27) 18,45 | 32,34 | 13,79 | —| —| — —|- | 
’ ae metrisch. Versuche angeschlossen. 
16 64,15 _20, 29 | 31, 62 | — 5) | — — | —™ 1?) Zweite Priifung der Ver- 
#--.. | 1939) 31,93 | 12,56 |19,37119,46 19,42 114490 0,87 diinnung a. 
; tainted Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 18 
2 
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darauffolgenden Offnen des Hahnes c sank die Oberfliche des 
Quecksilbers in der Gasbiirette betrachtlich, als Zeichen dafiir, 
daf der im Uberschu8 absorbierte Sauerstoff, dessen grifter 
Teil sich schon beim UbergieBen der Blutlésung entfernte, aus 
der LOsung in den Gasraum der Flasche gelangte. Der Sauer- 
stoff des Gasraumes wurde durch Senkung der Niveaukugel 
unter Kontrolle des Kathetometers auf Atmospharendruck ge- 
stellt, die Stellung der Oberflache des Quecksilbers am Katheto- 
meter abgelesen, und der Versuch solange wiederholt, bis eine 
Zunahme des Gasvolumens nach weiterem Schiitteln nicht mehr 
zu beobachten war.') Der Zunahme des Gasvolumens folgte 
meistens in einiger Zeit infolge der «Sauerstoffzehrung» eine 
langsame Abnahme desselben. 

Sobald das Gleichgewicht zwischen dem absorbierten und 
nicht absorbierten Anteil des Sauerstoffs sich einstellte, wurde 
der Hahn ec geschlossen, die Flasche durch Ausheben des Gummi- 
stopfens gedffnet und in den Gasraum der Flasche ein kleines 
zylindrisches Gefia6 (e) mit einer genau abgemessenen Menge 
der auch bei den spektrophotometrischen Versuchen gebrauchten 
Ferricyankalilosung mittels eines Filtrierpapierstreifens einge- 
hiingt. Nach sorgfiltigem SchlieBen des GefaBes A und Offnen 
der Hiihne a, b, ec vertrieb ich die Luft, welche wahrend der 
soeben beschriebenen Manipulation in den Gasraum gelangen 
konnte, durch einen Sauerstoffstrom, wie vorher. 

Die Hiihne a und b wurden bei hoher Stellung der Niveau- 
kuge! geschlossen, das Gas nach einigem Warten zur Aus- 
sleichung etwaiger Temperaturdifferenzen durch entsprechende 
Einstellung der Niveaukugel genau auf Atmosphérendruck ge- 
bracht und die Stellung der Quecksilberoberflache am Katheto- 
meter abgelesen. 

Das Glasgefifi wurde nun aus dem Wasserbade heraus- 
genommen und kriftig durchgeschiittelt. Das Ferricyankali- 
gefif} wurde dadurch vom Filtrierpapierstreifen losgerissen, 


') Bei einigen Versuchen verzichtete ich auf die zahlenmafige 
Kontrolle der Abgabe des Sauerstoffiiberschusses und begniigte mich mit 
der Feststellung des eingetretenen Gleichgewichtes durch die Beobachtung 
eines entsprechend montierten einfachen Wassermanometers. 
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das Reagens vermischte sich mit der Blutlésung und _ befreite 
eine bestimmte Menge Sauerstoff aus derselben. Die Fliissig- 
keit wurde solange weiter geschiittelt, bis die Zunahme des 
Gasvolumens nicht mehr betrichtlich erschien. Das Gefil 
wurde dann in das Wasserbad gesenkt, das Gas durch ge- 
naue Einstellung der Niveaukugel auf Atmosphiirendruck ge- 
bracht und die Stellung der Quecksilberoberfliiche am Katheto- 
meter abgelesen. Dieses Verfahren wurde solange wiederholt, 
bis eine weitere Zunahme des Gasvolumens auch mit dem 
Kathetometer nicht mehr festzustellen war, resp. bis eine 
langsame Abnahme desselben begann. 

Dem Unterschiede zwischen der ersten und der letzten 
Ablesung am Kathetometer entsprechendes Gasvolumen, welche 
man aus der Kalibriertabelle der Gasbiirette entnehmen konnte, 
entsprach dem durch Ferricyankali befreiten Sauerstoff. 

Aus dem auf 0° und 760 mm Hg-Druck reduzierten 
Volumen dieser Zunahme lief sich die Zahl der durch eine 
Molekel des Ferricyankalis freigemachten Molekeln Sauerstoffs 

y 


berechnen. ! 
ab aoa “OPeCnmen.”) 


aus der Gleichung X = 


Am Schlusse jedes Versuches iiberzeugte ich mich, dab 
Oxyhimoglobin in Uberschu8 vorhanden war. Dies geschah 
zum Teil durch die spektrophotometrische Bestimmung des 
Extinktionsverhiiltnisses, zum Teil in der Weise, dai einige 
Kubikzentimeter der L6sung nach starker Verdiinnung in zwei 
ungefahr gleiche Teile geteilt und der eine derselben mit einer 
Spur Ferricyankali versetzt wurde. 

Der Farbenumschlag zeigte die Anwesenheit von Oxy- 
hamoglobin immer an. Der Unterschied in der Farbe beider 
Halften der verdiinnten Probe war besonders auffallend, wenn 
man diese mit sehr verdiinnter Essigséure ansiéuerte. 

Bei diesen Versuchen hatte ich hauptséchlich mit zwei 


1) V = reduziertes Volumen der Sauerstoffabgabe, a = die Menge 
des verwandten Ferricyankalis in Molen, 22394 == das Molekular- 
volumen der Gase nach W. Ostwald, Grundrifs d. allg. Chemie, IIL. Aufl., 
S. 711. 


18* 
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Fehlerquellen zu rechnen. Die eine derselben geht aus der 
«Sauerstoffzehrung» der Blutldsungen hervor, infolge deren 
die absorbierte und demnach auch die freie Sauerstoffmenge 
eine langsame, aber doch ziemlich betrachtliche Abnahme er- 
leidet. Um die leicht oxydablen Stoffe des Blutes zu oxydieren, 
lie} ich die Blutl6sungen vor dem eigentlichen Versuche mit 
reinem Sauerstoff von ca. 2 Atmosphiiren Druck langere Zeit 
stehen. 

Die Sauerstoffzehrung lief sich durch diesen Griff ziem- 
lich einschriinken, jedoch leider nicht immer vOllig beseitigen. 
Die beobachtete Zunahme des Gasvolumens war demnach 
meistens ein Resultant der Sauerstoffabgabe und der Sauer- 
stoffzehrung. Um den Einflu{ der letzteren noch weiter einzu- 
schriinken, war ich bestrebt, die Versuche mdglichst rasch zu 
Ende zu fiihren, und die Wahl der verwandten Menge der 
Ferricyankalilisung so zu treffen, da die befreite Sauerstoff- 
menge moglichst grofi sei, resp. daB ein mdglichst geringer 
Teil des Oxyhimoglobins tibrig bleibe. 

Kinen weiteren und zwar sehr schwer abschiitzbaren 
Fehler verursacht der Umstand, daf die Blutldsung beim 
Schiitteln beinahe den ganzen Gasraum des Schiittelgefifes 
mit mehrweniger feinblasigem Schaum erfiillt. Infolge der 
Oberfliichenspannung der Lésung ist der Sauerstoff im Innern 
der Bliischen unter gréBerem Druck als auferhalb derselben, 
also auch in der Gasbiirette. Der Druckunterschied hangt von 
der GrdBe der Oberfliichenspannung der LOsung und dem 


Durchmesser der Blaschen ab und wird durch ausgedriickt, 


wenn o die Oberflichenspaunung und r den Radius der kugel- 
formig gedachten Blischen bedeutet. 

Die Oberflichenspannung einer Blutlésung habe ich -mit 
der Kapillarmethode annéhernd bestimmt und 5,6 mm W. ge- 
funden. Bei Blasen von 2 mm Durchmesser wiirde demnach 
der Unterschied 22,52 mm Wassersiule resp. 1,66 mm Hg be- 
tragen. Es ist jedoch klar, daB der Unterschied, wenn die 
Blasen kleiner sind, bedeutend gréBer sein kann. Der EinfluB, 
den dieser Unterschied auf das bevbachtete Resultat ausubt, 
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hangt auBerdem noch von der relativen Grébe des vom Schaume 
eingenommenen Teiles des Gasraumes ab. Er wird zum Teil 
durch den Umstand kompensiert, daB der Gasraum schon bei 
der Feststellung des Anfangsvolumens infolge der Entfernung 
des iiberschiissigen Sauerstoffs Schaum enthiilt. Ganz aufge- 
hoben wird die Fehlerquelle dadurch nicht, weil der Schaum 
bei der Einwirkung des Ferricyankalis und dem darauffolgenden 
Schiitteln sich vermehrt und kleinblasiger wird. 

Zur Beseitigung der aus dieser Quelle herstammenden 
Fehler konnten aufier dem tiichtigen Schiitteln der LOsung vor 
der Einsetzung des Ferricyankaligefiibes und rascher Ablesung 
des Gasvolumens nach dem Eintreten desselben, um mdglichst 
ausgiebige Schaumbildung hervorzurufen und dem Schaume 
keine Zeit zum Vergehen zu lassen, keine Mafregeln gefunden 
werden. Da es aber klar wurde, daB aus dieser Quelle Fehier 
in der Bestimmung des Druckes bis oder eventuell iiber 1mm Hg 
entstehen kdénnen, so brauchte die Genauigkeit bei der Able- 
sung des Barometerstandes nicht bis an die Bruchteile des 
Millimeters zu reichen. 


I. Versuch. 


Versuchsmaterial: 


500 ccm einer Blutlédsung, welche am vorigen Tage aus 
frischem Rinderblut mit der gleichen Menge sehr verdiinnten 
Ammoniaks bereitet wurde, tiber die Nacht unter Sauerstoff 
von 2 Atm. Druck stand und mit diesem 6fters durchgeschiittelt 
wurde. Die Blutlosung wurde vor dem eigentlichen Versuche 
mit reinem Sauerstoff bei Atmospharendruck solange geschiittelt, 
bis der angeschlossene Wassermanometer keine Abgabe von 
Gasen mehr anzeigte. 


O,-Befreiung mit Ferricyankali: 
Ablesungen am 
Kathetometer 
Nach dem Einsetzen des Ferricyankaligefaifes vor dem Schiitteln == 448,1 
Nach dem Zusammenschiitteln mit 5,00 ccm =9,00134Mol.K,FeCy, = 306,9 


Neen wellerem Seb@ttelm .. 2 es ee seveeeen ncn « + me Ee 
> > > + Wo lek te ee ae a me a eee 
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Z1®) = f7* CC. Bir = 732 log 1 + a17 = 0,02621 
Twb = 16,5° C. Bo = 730 Vet = 32,57 
Twm = 17° C. biz = 14 Vo.760 = 28,86 

28,86 


ee. —_——- | 
0,00134 ¢ 22394 . 


Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 0,96 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 





II. Versuch. 
Versuchsmaterial: 


500 ecm einer Blutlésung, welche aus frischem Rinderblut 
mit dem gleichen Volumen sehr verdiinnten Ammoniaks bereitet 
wurde und mit Sauerstoff etwa 2 Stunden unter haufigem Durch- 
schiitteln bei 2 Atmosphaéren Druck stand. 


Entfernung des tiberschiissigen Sauerstoffes. 
Ablesungen am Kathetometer 
Vor dem Schiitteln . . . . . 403,8 
Nach dem Schitteln . .. . 399,6 
weiterem Schiitteln . . 387,2 
, > > . . 387,2 
> > > - - 387,2 


O,-Befreiung mit Ferricyankall. 
Ablesungen am Kathetometer 


Vor dem Gen 4g. 0c cee ea Hew OO 
Nach dem SchiitteIn mit 2,50 ccm = 0,00134 Mol. K,FeCy, 246,5 
>» weiterem Schiitttelhn ......-...... . 2423 
> > een a a ae ee 
> > ee a 
‘ . > Terese See ST ll 
Tl == §68° C. Bis = 732 log 1 + a17,5 = 0,02696 
Twbh = 17° C. Bo = 730 Vot = 33,51 
Twm = 17,5° C. biz,s= 15 Vo.760 = 29,63 
29,63 ~ 0,99. 


—0,00134 & 22394 
Durch 1 Mol. k,FeCy, wurden 0,99 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 


‘) Tl = Temperatur der Luft im Versuchsraume. — Twbh = Tem- 
peratur des Wasserbades. — Twm = Temperatur des Wassermantels der 
Biirette. — Bir = bei Zimmertemperatur abgelesener Barometerstand. — 
Bo = auf 0 reduzierter Barometerstand. — b = Wasserdampftension. — 
Vpt = Zunahme des Gasvolumens, abgelesen von der Kalibriertabelle der 
Gasbiirette. — Vo.760 = auf 0° und 760 mm reduzierte Zunahme des 
Gasvolumens. 


“a 
7 
ce 
oe 
a] 
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a 
pee 
Ae 
a 
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III. Versuch. 
Versuchsmaterial: 
500 cem einer Blutlésung, welche aus frischem Rinderblut 
mit dem gleichen Volumen sehr verdiinnten Ammoniaks bereitet 


wurde und etwa 2 Stunden unter hiaufigem Umschiitteln mit 
Sauerstoff bei 2 Atmosphiaren Druck stand. 


Entfernung des tiberschiissigen Sauerstoffs. 





Zeit Ablesungen am Kathetometer 
Vor dem Schiitteln. . . . 4 Uhr 40 Min. 398,0 
: Nach dem Schiitteln A$ » 45; 382,6 
rf » weiterem Schiitteln. 4 » 50 » 382,6 
> » > - 4 » 5Y) > 38 5 6 
» D >» ho» 385.6 
4 O,-Befreiung mit Ferricyankali. 
Zeit Ablesungen am Kathetometer 
Vor dem Schiitteln . . . . . SUhr 15 Min. 448,7 
Nach dem Schiitteln mit 5,50 ccm 
= 0,00147 Mol. K,FeCy, . . 5 » 21 » | 341,7 
Nach weiterem Schiitteln . . 5 >» 26 » 291,8 
> » > »  F> DW » 280.6 
» » * d » 40 » 276.4 
> » .. Bb » 44 » 276,0 
> > » ~-. 3d» 5O » 276.0 
« » » ° e 5 » 5D » 276.0 
Tl == 18° C. Bis = 736 log 1 + a18 = 0,02771 
Twb = 17,5° C. Bo = 734 Vote = 39,28 
Twm = 18° C. bizys= 15 Vo.760 = 34,86 
i 34,86 
d scence aaa. SOD 
4 0,00147 «K 22394 


Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 1,06 Mol. QO, in Freiheil gesetzt. 


IV. Versuch. 


Versuchsmaterial: 

500 ccm derselben Blutlésung, welche am vorigen Tage 
beim III. Versuch gebraucht wurde. Die Lésung stand tiber 
die Nacht mit Sauerstoff unter 2 Atmosphiaren Druck und wurde 
damit 6fters durchgeschittelt. 
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Entfernung des tiberschiissigen Sauerstoffs. 


Zeit Ablesungen am Kathetometer 
Vor dem Schiitteln . . . . .9Uhr 15 Min. 439,7 
Nach dem Schiitteln ....9 » 20 » 422.3 
weiterem Schiitteln . .9 » 25 » 4223 

> > > , i = es 425,1 

, , ; ..9 > 40 >» 426,7 

D > . .9 » 4B >» 26,7 

z » > . -9 » 46 » 426,7 

O,-Befreiung mit Ferricyankali. 
Zeit Ablesungen am Kathetometer 

Vor dem Schiitteln . . . . .10Uhr O Min. 424,2 
Nachdem Schiitteln mit4,50ccm 

= (0,00121 Mol. K,FeCy, . .10 » 6 » 295,4 
Nach weiterem Schiitteln . .10 » 14 » 286,8 

> > > eo Be » 286,8 

2 > > » -10 > >» 286,8 

Tl = 18° C. Bis = 737 log 1 + a17,5 = 0,02696 

Twh = 17° C. Bo = 73d Vbt = 31,47 

Twm 17,5° C. bi7,, = 15 Vo.760 == 28,02 

28,02 


“000121 yz aaagg ~ DOF 


Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 1,01 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 


V. Versuch. 


Versuchsmaterial: 


500 cem derselben Blutldsung, welche auch im IV. Ver- 
such verwendet wurde. 


Entfernung des itiberschissigen Sauerstoffs. 


Zeit Ablesungen am 


Kathetometer 
ee, ee 11 Uhr 15 Min. 4334 
Nach dem Schiitteln. .........11 >» 17 » 399,7 
>» weiterem Schiitteln. . ......11 » 27 » 394,9 
Wiederholte Ablesung ohne Schiitteln . .t1 » 32 » 394,9 
Nach 10 Min, Schiitteln, 5 Min. Warten .11 » 47 » 405,5 


> 8 > >» 9) > > . 12 » 0 » 410,4 
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0,-Befreiung mit Ferricyankali. 

Ablesungen am 
Kathetometer 
Vor dem Schiitteln ........ .. .12Uhr1d Min. O43 
Nach dem Schiittelm mit 4,50 cem 


Zeit 


= 0,00121 Mol. K,FeCy, . . 12 20 291,0 
Nach weiterem Schiitteln (5 Min. Warten) 12 » 32 269.8 
> > > (0 >» >» ) 12 HM) 268,5 
» » {—) » » ) 12 > 50 > 2694 
Te 4 6 96° C, Bis = 737 log 1 + a17,5 = 0,02696 
Twe = 17,5° C. Bo = 735 Vit == 90,92 
Twm = 17,5° C > «= Vo.760 = 27,53 
—— = 1,02. 


0,00121 xX 22394 
Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 1,02 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 
Der Apparat blieb 2 Stunden nach AbschluBi des Ver- 
suches zusammengestellt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die 
Flasche wieder geschiittelt, und das Gasvolumen auf die tibliche 
Weise bestimmt. Es zeigte sich eine Abnahme desselben um 
17,42 ccm. 


VI. Versuch. 


Versuchsmaterial: 


500 ecem derselben Blutlésung, welche auch beim V. Ver- 
suche verwendet wurde. Die Lésung stand einige Stunden unter 
2 Atm. Sauerstoffdruck. 


Entfernung des itiberschiissigen Sauerstoffs. 


Zeit Ablesungen am Kathetometer 
Vor dem Schiitteln . 4Uhr 15 Min. 431,3 
Nach dem Schiitteln 4 >» 20 » 4153 
> weiterem Schiitteln ..4 » 25 » 414,4 
> > > .. 4 » 80 » 414.4 
: > > .. 4 > KM) » 4151 


O,-Befreiung mit Ferricyankali. 


Ablesungen am 
Zeit © 


Kathetometer 
Vor dem Schiitteln. . ...... .. .4Uhr58 Min. 415,3 
Nach dem Schiitteln mit 5,50 ccm 
= 0,00147 Mol. K,FeCy, . 5 » 10 » 2806 
Nach d Min. Schiitteln, 5 Min. Warten. .5 » 20 ; 274,2 
> dD » 3 5D » > ok e SP 2 274.2 
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Tl == 185° C, Bis,5 = 736 Vot = 32,29 
Twb = 18° C. Bo = 15 Vo.760 = 28,66 
Twm = 18° C, log 1 + a18 = 0,02771 

28,66 


: a ne ee 
0,00147 \~ 22394 ' 


Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 0,87 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 


VII. Versuch. 


Dieselbe Blutlésung, welche am vorigen Tage zu den 
beiden vorigen Versuchen verwendet wurde. Die Lisung stand 
iiber die Nacht unter Sauerstoff von 2 Atm. Druck und wurde 
mit demselben Ofters geschittelt. 


Entfernung des iiberschiissigen Sauerstoffs. 


Zeit Ablesungen am 

Kathetometer 
Vor dem Schiitteln. . ... oo « » « » SURE SO Min. 429,7 
Nach dem Schiitteln ......6....9 > 30 » 426,7 
weiterem Schiitteln u. 3 Min. Warten 9 » 40 » 426,7 
5 Min. Schitteln, 8 Min. Warten. .9 » 53 » 429,2 


O,-Befreiung mit Ferricyankali. 


; sungen am 
Zeit pes i 
Vor dem Schiitteln . ...... .. .10Uhr10 Min. 427.0 
Nach dem Schiitteln mit 5,00 ccm 
= 0,00134 Mol. K,FeCy, u.5 Min. Warten 10 » 21 » 301,2 
Nach 6 Min. Schiitteln, 6 Min. Warten. .10 » 33 » 302,1 
Tl oe S75" <. Biz,s = 734 log 1 + «16,75 = 0,02583 
Twbh = 16,75° C. Bo = 732 Vbt = 28,67 
Twm = 16,75°* C. bie75 = 14 Vo.760 == 25,52 
25,52 <s OG. 


0,00134 < 22394 
Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 0,85 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 


VIII. Versuch. 


Versuchsmaterial: 


500 cem einer Blutlésung, welche aus frischem Rinderblut 
mit der gleichen Menge verdiinnten Ammoniaks bereitet wurde 
und einige Stunden unter Sauerstoff von 2 Atmosphiren Druck 
stand und damit haufig geschiittelt wurde. 











® * r bd * © . as 
Beitrage zur Kenntnis des Methimoglobins. 283 


Entfernung des tiberschiissigen Sauerstoffs. 


Zeit Ablesungen am Kathetometer 
Vor dem Schiitteln . 4 Uhr 40 Min. 431 ,2 
Nach dem Schiitteln 4 4) > 387 ,0 
» > > ; i > BE es 386.3 
> > 4 » 5d » 386.3 


O,-Befreiung mit Ferricyankali. 


Zeit Ablesung am 
Kathetometer 
Vor dem Schiitteln . eT es . OUhr 12 Min. M)7 4 
Nach dem Schiitteln mit 5,00 cem = 0,00134 Mol. 
(12 Min. Schiitteln, 8 Min. Warten)... 5 » 32 » 272,2 
Nach weiterem 5 Min. Schiitteln 7 Min. Warten 5 » 44 » 272,2 
Tl == 18° C, Bis = 734 log 1 + a17,5 = 0,02696 
Twbh = 17,5° C. Bo == 732 Vet = 30,94 
Twm = 17,5° C. biz,5 = 15 Vo.z¢0 = 27,43 
Li = 0,91. 


0,00134 ~ 22394 
Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 0,91 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 

Das Instrument blieb bis zum nichsten Morgen zusammen- 
gestellt. Die wiederholte Bestimmung des Gasvolumens zeigte 
eine Abnahme desselben um 19,88 ccm. 

IX. Versuch. 
Versuchsmaterial: 

500,0 ccm (mit der Pipette gemessen) derselben Blutlosung, 
welche am vorigen Tage zum vorigen Versuche verwendet 
wurde. Ein Teil derselben Lisung wurde zur spektrophoto- 
metrischen Priifung im Eiswasser aufgehoben. 

Die Entfernung des tiberschiissigen Sauerstoffs erfolgte in 


der tiblichen Weise. 
O,-Befreiung mit Ferricyankali. 


Zeit Ablesung am Kathetometer 

Vor dem Schiitteln . . . . . 9Uhr 15 Min. 4482 
Nach dem Schiitteln mit 5,00 ccm 

= 0,00134 Mol. K,FeCy, . 9 » 28 » 314,5 
Nach weiterem Schiitteln . . 9 » 33 » 318,7 

7.06 97,76? CG, Bizyzs == 737 = log 1 4+ a 17,25 = 0,02659 

Twb = 17,25° C. Bo = 735 Vbt = 30,56 

Twm = 17,26° C. bit,7s8 = 15 #£Vo.reo = 27,23 

27,23 


= (0,91. 
0,00134 x 22394 — 97! 


Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 0,91 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 
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Ein Teil der mit Ferricyankali behandelten Blutlésung 
wurde dem Gefafie entnommen und nach entsprechender Ver- 
diinnung mit dem Spektrophotometer gepriift. Die Angaben 
der spektrophotometrischen Untersuchung sind in der 9. Zeile 
der II. Tabelle zu sehen. 

X. Versuch. 
Versuchsmaterial: 

500,0 cem (mit der Pipette gemessen) einer aus frischem 
Rinderblut mit der gleichen Menge verdiinnten Ammoniaks be- 
reiteten Lisung, welche bei 2 Atmosphiren Druck mit Sauer- 
stoff tibersiittigt wurde. Ein Teil derselben Loésung wurde im Eis- 
wasser fiir die spektrophotometrische Untersuchung aufgehoben. 


Entfernung des tiberschiissigen Sauerstoffs 
durch Schiitteln mit reinem Sauerstoff bei Atmospharendruck, 


bis keine Gasabgabe mehr festzustellen war. 


O,-Befreiung mit Ferricyankali. 


Zeit Ablesung am Kathetometer 
Vor dem Schiitteln . .... 12 Uhr 23 Min. 437.6 
Nachdem Schiitteln mit 5,00 ccm 
0,0013%4 Mol. K,FeCy, . . 12 » 32 » 318,5 
Nach weiterem Schiitteln . . 12 » 41 » 304,4 
> 5 > . «ae a aes 304,4 
Tl 3 = 17,76°* C. Biz,75 == 737 Vot = 30,50 
Twb = 17,25° C. Bo == 735 Vo.7e0 = 27,18 
Twm = 17,25° C. biz5 = 15 
27,18 


0,00134 X 22394 — om. 

Durch 1 Mol. K,FeCy, wurden 0,91 Mol. O, in Freiheit gesetzt. 
Kin Teil der mit Ferricyankali behandelten Lisung wurde 
dem Gefaife entnommen und nach entsprechender Verdiinnung 
mit dem Spektrophotometer gepriift. Die Angaben tiber die 
spektrophotometrische Untersuchung sind in der 10. Zeile der 


II. Tabelle zu sehen. 


III. Zusammenfassung der Resultate beider 
Versuchsreihen. 


Da aus einer Molekel Oxyhaimoglobin durch Ferricyankali 
eine Molekel Sauerstoff freigemacht wird, so kénnen fiir die 
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bei den gasometrischen Versuchen gefundenen molekularen 
Mengen des Sauerstoffs stets die reagierenden molekularen 
Mengen des Oxyhimoglobins gesetzt, und die Resultate beider 
Versuchsreihen unmittelbar verglichen werden. 

Es wurde also gefunden, daB in den beschriebenen Ver- 
suchen die folgenden Mengen des Oxyhiimoglobins mit 1 Mol. 
K,FeCy, reagierten : 

Spektrophotometrische Versuche Gasometrische Versuche 


I. 0,74 Mol. I. 0,96 Mol. 
I. 0,90 » I. 0,99 >» 
III. 0.83 » Ill. 1,06 » 
IV. 095 » IV. 1,01 » 
Vv. O91 » V. 1,02 » 
VI. 0.78 » VI. O87 >» 
VI. 0,72 » VII. 085 >» 
VIL. 0,74 » VIII. 0,91 
IX. 0,86 » IX. 0,91 » 
X. O87 » 2 0,91 


Die Resultate beider Versuchsreihen unterstiitzen sich 
gegenseitig, so dali es wohl keinem Zweifel unterliegt, dab 
eine Molekel Ferricyankali mit einer Molekel Oxyhiimoglobin 
reagiert. Die Schliisse, welche aus diesem Befunde gezogen 
werden kinnen, wurden im theoretischen Teil dieser Arbeit 


bereits erértert. 











Uber die Bestimmung des Milchzuckers in der Milch durch 
Fallung mit Ammonsulfat. 
Von 
Erich Kretschmer. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, April 1913.) 


Im vorigen Jahre hat E. Salkowski in dieser Zeitschrift) 
ein neues Verfahren zur Bestimmung des Milchzuckers in der 
Milch mitgeteilt, welches darauf beruht, dafi die Eiweifbkorper 
der Milch mit Ammonsulfat ausgefillt und im Filtrate der 
Milchzuckergehalt polarimetrisch bestimmt wird. Auf Veran- 
lassung von Herrn Geheimrat Salkowski habe ich seiner Zeit 
eine Reihe von Bestimmungen nach diesem Verfahren ausge- 
fiihrt, an deren Veroffentlichung ich bisher verhindert war, 
und die ich im folgenden mitteilen will. 

Die Versuchsanordnung war dieselbe, wie sie Salkowski 
(l.¢c.) angibt. Zur Polarisation wurde ein sehr empfindlicher 
Apparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld von Schmidt & Haensch 
verwandt, der eine sehr scharfe Einstellung ermoglichte. Das 
Polarisationsrohr war ein 2 dm-Rohr. Stets wurden 3 Ab- 
lesungen gemacht und daraus das Mittel gnommen. Die abge- 
lesenen Grade wurden durch Multiplikation mit einem Faktor?) 
auf 100 gebracht und dann auf Prozente Milchzucker umge- 
rechnet. Die Werte sind samtlich auf C,,H,,0,, -+- H,0 be- 
zogen, wo [a], = 55,30 ist. Die Umrechnung erfolgte nach 
der Formel x = — , worin a die Anzahl der abgeleserien 
Grade (nach ihrer Multiplikation mit dem betreffenden Faktor) 


bedeutet. 


!) KE. Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 78, 2. H., S. 88. 

*) Die Gréfie des Faktors hing natiirlich von der bei der Unter- 
suchung angewendeten Milchmenge ab, betrug also beim Ammonsulfat- 
verfahren 2 (Milch = 50 ccm), bei der Eisenmethode 3 (Milch = 10 ccm). 
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Die folgenden Doppelbestimmungen zeigen, dafi die nach 
der Ammonsulfatmethode erhaltenen Resultate sehr gut unter 
sich tibereinstimmen. 














Tabelle I. 

Nr. a) | b) 
1 | 4,08 4,10 
2 | 4,34 | 4.39 
3 4,38 | 4,39 


Da es nicht ausgeschlossen erschien, dafi durch die An- 
wesenheit des Ammonsulfats die Drehung des Milchzuckers 
irgendwie beeinflu{it werden kénnte, so verglich ich die Dre- 
hung einer reinen 5°/oigen Milchzuckerlésung — d. h. ungefihr 
von derselben Konzentration wie die zur Untersuchung kom- 
menden Milchfiltrate — mit der einer 5°/oigen Milchzucker- 
lésung, welcher 17,5 g (NH,),SO, zugesetzt waren. Hierbei 
fand ich (nach Ausgleichung der durch den Zusatz von Am- 
monsulfat bewirkten Volumenzunahme in der Kontrollprobe 
mit Wasser) keine Differenz. Nun hat kiirzlich Jahnson- 
Blohm!) angegeben, dafi die polarimetrische Drehung des 
Milechzuckers durch Zusatz von Ammonsulfat minimal, aber 
deutlich herabgesetzt wird, so daB das Salkowskische Ver- 
fahren offenbar zu geringe Werte liefern wiirde. Jahnson- 
Blohm schlagt daher vor, eine Korrektur von 0,10°/o anzu- 
bringen. Ich habe seine Versuche nachgepriift, ohne sie jedoch 
ganz bestitigen zu kénnen. Hierbei hielt ich mich streng an 
die von ihm angegebene Versuchsanordnung; in Versuch 3 
der folgenden Tabelle wich ich insofern davon ab, als ich 
nicht zweimal genau 5 g Milchzucker abwog und daraus die 
beiden Vergleichslésungen herstellte, sondern einer genau 
5°/oigen Milchzuckerldsung mittels einer Pipette je 50 ccm 
entnahm und diese im Mefkélbchen in der von ihm angege- 
benen Weise auffiillte. Ich wollte dadurch die Fehlerquelle 
des zweimaligen genauen Abwagens beseitigen, die, wie ich 
glaube, grdfer ist als die beim Abfiillen mit der Pipette ent- 
stehende. Es wurde die polarimetrische Drehung kurze Zeit 


1 G. Jahnson-Blohm, Diese Zeitschrift, Bd. 83, H. 6, S. 441. 
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nach dem Lésen des Milchzuckers, nach 24 und 48 Stunden nach 


bestimmt. 
Tabelle II. 














| Ohne | Mit | 
Nr. Milchzucker Zeit . | Differenz 
Ammonsulfat | 
g Stunden Grade 
2 1 222 | 214 | —0,08 
1 2 24 210 | 240 | — 
2 48 210 | 210 | — | 
5 oP 543 | 539 | —0,04 
2 5 24 518 | 522 | +0,04 
5 48 Bit | 543 | +002 _ 
5 1 535 | 587 | +002 
3 5 24. 527 | 5,29 | +0,02 
5 48 526 | 523 | —0,03 











Die erhaltenen Resultate sind also durchaus nicht ein- 
deutig. Bei den nach kurzer Zeit gemachten Ablesungen sehen 
wir zwar deutliche Differenzen, doch diirften sie vielleicht 
durch die Multirotation der frisch bereiteten Zuckerlésung 
verursacht sein, eine Erscheinung, mit der man ja bei der 
Milchuntersuchung nicht zu rechnen hat. In den meisten Fallen 
aber sind sogar die Werte der Lésungen Milchzucker -- Am- 
monsulfat eine Kleinigkeit hoher als die der reinen Milchzucker- 
ldsungen. Die Abweichungen sind jedoch nach beiden Rich- 
tungen so minimal, daf sie meines Erachtens fiir die Praxis 
gar nicht in Betracht kommen. Ich halte daher die Anbringung 
einer Korrektur, wie sie Jahnson-Blohm vorschlagt, soweit 
man aus seinen Versuchen und aus den meinigen schliefen 
kann, nicht fiir zweckméBig. Weitere Versuche in dieser 
Richtung wiren jedenfalls erwiinscht. : 

Man erhilt tibrigens, wie die folgenden Versuche zeigen, 
mit dem Salkowskischen Verfahren allgemein hdhere Werte 
als mit vielen andern Methoden. 

Im Verlaufe der Untersuchung ergab sich, daB man auch 
das Weylsche!) Verfahren zur Enteiweifung der Milch fir 


') Th. Weyl, Diese Zeitschrift, Bd. 65, 5S. 246. 
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die polarimetrische Bestimmung des Milchzuckers verwenden 
kann. Das schnell ablaufende Filtrat ist absolut blank und 
kann direkt polarisiert werden. Beziiglich niiherer Angaben 
verweise ich auf die Weylsche Arbeit (I. c.). Die Werte 
stimmen mit den nach der Ammonsulfatmethode erhaltenen 
Werten sehr gut iiberein (s. Tab. III.) 

Zum Vergleich und zur Kontrolle der mit dem Ammon- 
sulfatverfahren erhaltenen Resultate bediente ich mich weiter 
des gravimetrischen Verfahrens nach Allihn, der Bleiacetat- 
methode nach Hoppe-Seyler!) sowie der Bestimmung von 
Oppenheim?) mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach Michaelis 
und Rona. 

Bei der Anwendung des gravimetrischen Verfahrens 
konnte ich die Beobachtung Sebeliens*) auch fir das Sal- 
kowskische Verfahren bestitigen: Die gravimetrischen Werte 
fielen durchweg niedriger aus als die polarimetrischen. 

Nach der Bleiacetatmethode erhielt ich ebenfalls fast 
stets niedrigere Werte als nach Salkowski. Hier ist die 
Differenz wohl daraus zu erkléren, daB nach der Vorschrift 
die Milchbleiacetatmischung zur vollstindigen Koagulation des 
Eiweifes aufgekocht werden muf, wobei natiirlich trotz Ver- 
wendung eines Aufsatzrohres sehr leicht eine Verinderung des 
Volumens bezw. der Konzentration eintreten kann. 

Die Methode von Oppenheim (I. c.) beruht auf dem Ent- 
eiweiBungsverfahren von Michaelis und Rona,‘) das von 
diesen Autoren speziell fiir die Enteiweifung des Blutserums aus- 
gearbeitet worden ist. Vorbedingung fiir ein gutes Gelingen 
dieser Methode, welche sehr expeditiv und mit kleinen Mengen 
arbeitet, ist vor allem ein gutes Eisenpriparat. Es scheint 
auch, dafi bei diesem Verfahren fiir die Erzielung eines klaren 
Filtrats sehr viel von der Art des Eisenzusatzes abhiingt. 


1) J. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. Physiol. u. Path.- 
Chem. Analyse, 9. Aufl., Berlin, S. 728. 

*) K. Oppenheim, Chemikerzeitung 1909, Nr. 105. 

3) Sebelien, Hammarsten-Festschrift 1906, Nr. 17 zit. nach 
C. Neuberg, der Harn usw., Berl. 1911, S. 1036. 

*) Michaelis u. Rona, Bioch. Ztschr., Bd. 5, 5S. 365, 1907. 
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Zweckmiabigerweise lait man die Eisenlésung ziemlich langsam 
tropfenweise unter kraftigem Umschiitteln zuflieBen. Die Uber- 
einstimmung in den Resultaten der Eisen- und der Ammon- 
sulfatmethode war eine leidlich gute. 

In den folgenden beiden Tabellen sind die Werte der 
Ammonsulfatmethode mit denen der Kontrollmethoden zu- 
sammengestellt. 

Tabelle III. 
Nr Prozente Milchzucker Differenz fiir a 
) a) | b) im Mittel | 
Ammonsulfatmethode Gravimetrisch j 
1 4,76; 4,76 4.53 + 0,23 ; 
2 4.76 4,68 +. 0,12 
Bleiacetatmethode 
3 4,28: 4,30; 4,28 4.39: 4,36; 4,39 — 0,10 
4 5,14 4,42; 4,47 + 0,70 
5 4,85 4,42; 3,09 + 1,00 
6 4,58; 4,43 4,08; 3,80 +. 0,56 
Tabelle IV. 
Nr Prozente Milchzucker Differenzen 
. a) | b) | c) gegen a 
Ammonsulfat Eisen Aceton 
1 4.66 451 4,66 : + 0,15 
" b) +0,39 
2 4.38 4,07 3,76 
7 ” c) +0,62 
> . b) —0,19 
4 , 
5 4.66 4,85 06 ¢) +0,10 
b) —0,25 
J 77 4 ’ 
f 4,74 4,99 71 c) +.0,03 | 
: ; b) +0,33 } 
, 4,7 ’ 
5 4.87 4,54 76 c) +011 
6 4,77 — 4,90 c) + 0,13 
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Die Ammonsulfatmethode eignet sich auch fir die Be- 
stimmung des Milchzuckers in anderen Milcharten als Kuhmilch. 
Ich habe einige Bestimmungen in Frauenmilch und in Yoghurt 
ausgefilhrt, deren Ergebnisse die folgende Tabelle zeigt. Diese 
beiden Milcharten wurden gewahlt, weil in ihnen sowohl die 
EiweiB- wie die Milchzuckerverhialtnisse ganz andere sind als 
in der Kuhmilch. Merkwiirdigerweise versagte die Eisenmethode 
bei den Bestimmungen mit Frauenmilch vollkommen. Es war 
auch trotz Verwendung geharteter Filter und trotz mehrmaligen 
Filtrierens nicht moéglich, nach dem Zusatz von kolloidalem 
Eisenhydroxyd ein brauchbares Filtrat zu bekommen. 


Tabelle V. — Frauenmilch. 
Lee LTS SS i a Sy 





Nr. Ammonsulfat | Kontrollverfahren Bemerkungen 
6,49 a | Eisenmethode versagt. 
2 6,37 on. desgl. 

' Kontrolle 
3 6,79 6,94 durch Acetonverfahren 


























Nr. Ammonsulfat Eisen 
- . ' fiir Ammonsulfat 
1 4.56 4,02 + 0,54 
2 4.38 3,94 + 0,44 
3 4.38 4,08 + 0,30 
4 4.43 4.11 + 0,32 


In beiden Milcharten stimmen die gefundenen Milchzucker- 
mengen durchaus mit den sonst in der Literatur angegebenen 
Werten tiberein. 

Der Hauptvorzug der Salkowskischen Methode scheint 
mir darin zu liegen, dai sie ein sehr schnelles und leichtes 
Arbeiten erméglicht und stets ein absolut blankes Filtrat liefert. 
Ich kann mich nicht entsinnen, jemals ein triibes Filtrat er- 
halten zu haben. Es sind dies wertvolle Vorziige gerade fiir 
die Praxis, wo die geringfiigigen Differenzen gegen andere 
Verfahren meiner Ansicht nach gar keine Rolle spielen. 


19° 











Einwirkung von Stickoxyd auf Diastase. 
VII. Mitteilung. 


Von 


Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 29, April 1913.) 


In friiheren Abhandlungen’) ist nachgewiesen worden, dah 
die Diastase eine Atomgruppe enthalt, welche fiir die dia- 
statische Wirkung notwendig ist, und welche sich mit Chlor- 
wasserstoff verbinden kann. Diese Atomgruppe hat keine 


basischen Eigenschaften, ihre Verbindung mit Chlorwasserstoff 


ist kein Salz. Sie kann demnach weder die Aminogruppe, 
noch eine alkylierte Aminogruppe sein. Die Frage, ob auber 
der in Rede stehenden Atomgruppe noch die Aminogruppe zur 
diastatischen Wirkung notwendig ist oder nicht, soll derzeit 
nicht angeschnitten werden. Die fragliche Atomgruppe ist auch 
nicht die Aldehydgruppe, weil bewiesen wurde, daf die Alde- 
hydgruppe fiir die diastatische Wirkung nicht notwendig ist. 

In dem Bestreben, die chemische Natur dieser Atomgruppe 
zu erkennen, sollten zuniachst verschiedene Atomgruppen, welche 
Chlorwasserstoff binden kénnen, systematisch daraufhin unter- 
sucht werden, ob sie fiir die diastatische Wirkung von Belang 
sind. Als erste der Gruppen, welche in diesem Sinne gepriift 
werden sollten, wiihlte ich die Gruppe zweier doppelt ge- 
bundener Kohlenstoffatome. 

Ein fiir den vorliegenden Zweck ideal zu nennendes 
Reagens miifte sich unter Lésung der doppelten Bindung an 
die beiden Kohlenstoffatome anlagern, sollte aber aufer dieser 
Verbindung mit keiner anderen Atomgruppe reagieren und 
sollte insbesondere auch keine tiefgreifenden Veriinderungen der 
Konstitution bewirken. Von den zahlreichen Reagentien, welche 
zum Nachweis doppelt gebundener Kohlenstoffatome verwendet 
worden sind, entspricht wohl keines diesem Ideal. Es bleibt 
also nichts anderes iibrig, als mehrere von jenen Stoffen, welche 
sich an Doppelbindung anlagern kénnen, in mehreren Ver- 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 276; vgl. auch Bd. 84, S. 161. 


is 
: 
i 
j 
| 
; 
3 
# 


— 








Te Sea ie OT RS eae 








RE ELE IEEE DLEABES: 














2 RA nt Se ahr es GHG trace 


— 











(OEE SE egret er Ca Set ee nee ae 


Einwirkung von Stickoxyd auf Diastase. VII. 293 


suchsreihen zu untersuchen, damit durch Vergleichung der 
Resultate erkannt werden kénne, welche Verinderungen der 
Auflésung der doppelten Kohlenstoffbindung und welche anderen 
chemischen Reaktionen zususchreiben sind. 

Von theoretischen Uberlegungen ausgehend, glaubte ich ein 
dem aufgestellten Ideal recht nahekommendes Reagens in dem 
Stickoxyd gefunden zu haben. Es war wohl vorauszusehen, da 
das Stickoxyd als ungesittigte Verbindung sich besonders leicht 
an doppelte Kohlenstoffbindungen anlagern werde, etwa nach 
dem Typus — CH = CH — + 2NO=>—CH- NO—CH.- NO. 
Anderseits war mir tiber die Einwirkung des Stickoxyds auf 
andere Atomgruppen nichts bekannt, ausgenommen das Stick- 
oxyd-Hamoglobin. 

Als ich aber die Literatur durchsuchte, konnte ich keine 
Angabe dariiber finden, daB reines Stickoxyd zur Anlagerung 
an doppelte Kohlenstoffbindung schon verwendet worden wire. 
O. Wallach, Schmidt, Hantzsch, Ssidorenko, Demja- 
now, Wieland und Stenzl u. a. haben entweder Gemenge 
von Stickstoffoxyden, in welchen vielleicht hin und wieder Stick~ 
oxyd enthalten gewesen sein mag, oder andere Oxyde des Stick- 
stoffs zu dem gedachten Zwecke verwendet. 

Trotzdem also die wichtigste Vorfrage, niimlich die, ob Stick- 
oxyd sich iiberhaupt an doppelte Kohlenstoffbindungen anlagert, 
noch nicht gelést erschien und einer spateren Bearbeitung vor- 
behalten werden mufte, habe ich doch Versuche iiber die Ein- 
wirkung dieses Gases auf Diastase angestellt, weil mir einige 
Vorversuche interessante Resultate zu versprechen schienen. 

In den ersten derartigen Versuchen hatte ich das Stick- 
oxyd aus Eisenchlorirlésung und Salpeterséure dargestellt, in 
einem Gasometer iiber Wasser aufgefangen und aus dem Gaso- 
meter erst iiber die Priaparate geleitet. In den spiateren Ver- 
suchen, und hierher gehoren alle im folgenden beschriebenen 
Versuche, habe ich mich eines bequemeren Verfahrens bedient, 
nimlich der Entwicklung von Stickoxyd aus salpetriger Saure. 
Ich habe dieselbe Lésung von salpetrigsaurem Natrium ver- 
wendet, welche fiir die Bestimmung des Amidstickstoffs nach 
van Slyke dient, natiirlich in viel gréferer Menge, fiir einen 
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Versuch 400 ccm der Loésung von salpetrigsaurem Natrium 
und 100 ccm Eisessig. Das Gas wurde mit Lauge gewaschen 
und in einem mit Stiickchen von gebranntem Kalk gefiillten 
Turme getrocknet. Der Apparat, in welchem die Behandlung 
der Diastase mit Stickoxyd vorgenommen wurde, war im 
wesentlichen ebenso gebaut, wie die Apparate, welche bei 
den Versuchen mit Chlorwasserstoff und Ammoniak verwendet 
worden sind. Vor dem KOlbchen, in welches das Wigeglischen 
mit der getrockneten Substanz eingestellt wurde, war aber 
statt des Zweiweghahnes ein Dreiweghahn angebracht, welcher 
gestattete, ein Gas in das Koélbchen und ein zweites Gas ins 
Freie zu leiten. 

Nachdem der Apparat mit der Substanz beschickt war, 
wurde zuerst die Luft daraus durch Kohlenséure verdringt, 
welche aus Marmor- und Salzséure in einem Kippschen 
Apparat entwickelt, mit konzentrierter Schwefelsiure ge- 
waschen und in einem mit Chlorcalcium gefiillten Turme ge- 
trocknet wurde. Inzwischen wurde in einer Gasentwicklungs- 
flasche salpetrigsaures Salz und Eisessig zusammengebracht 
und das zunichst stiirmisch sich entwickelnde Stickoxyd durch 
Wasch- und Trockengefiéif und den Dreiweghahn ins Freie ge- 
leitet. Wenn n6tig, wurde die rasche Gasentwicklung durch 
Schiitteln der Gasentwicklungsflasche unterstiitzt. Wenn aus 
diesem Teil des Apparates die Luft vollstandig vertrieben war, 
was sich aus dem Verschwinden der braunen Dimpfe nament- 
lich beim Ansehen des weifen Atzkalks leicht erkennen liel, 
und der iibrige Apparat mit Kohlenséure gefiillt war, wurde 
durch Umstellung des Dreiweghahnes das Stickoxyd tiber die 
Substanz geleitet und die Kohlensiureentwicklung abgestellt. 
Durch kraftiges Schiitteln der Gasentwicklungsflasche wurde 
wieder ein rascher Strom von Stickoxyd erzeugt, sodaB in dem 
Kélbchen, welches die Substanz enthielt, die Kohlensaure rasch 
durch Stickoxyd verdrangt wurde, dann wurde der Apparat 
durch 18 Stunden ruhig sich selbst tiberlassen, wihrend welcher 
Zeit die allmahliche Zersetzung der salpetrigen Saure einen 
andauernden, langsamen Strom von Stickoxyd lieferte. Nach 
Ablauf der 18 Stunden wurde das Stickoxyd wieder durch 
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Kohlensadure verdriingt, noch weiter Kohlensiure durchgeleitet, 
schlieBlich das Wigeglischen herausgenommen und gewogen. 
Die Diastasepraparate erlitten bei dieser Behandlung keine 
sichtbare Verinderung, héchstens einen leicht griinlichen Stich, 
sie waren auch gegen feuchte Luft nicht so sehr empfindlich 
wie die mit Chlorwasserstoff behandelten Diastasepriaparate. 
Im tibrigen decken sich die Methoden, welche bei der weiteren 
Verarbeitung dieser Priiparate angewendet wurden, vollkommen 
mit den bisher angewendeten. Es kénnen daher ohne weiteres 
die Resultate angefiihrt werden, doch sei nochmals_ betont, 
daB alle prozentischen Berechnungen sich auf 100 Teile des 
urspriinglichen, unverianderten Diastasepriparates beziehen. 

Die Diastasepraparate, welche zu diesen Versuchen ver- 
wendet worden sind, waren die, welche in friiheren Abhand- 
lungen mit «Diastase I[l» und «Diastase gereinigt IV» be- 
zeichnet worden waren. Die Analyse hatte fiir diese Praparate 
ergeben in Prozenten: 








| Diastase III Diastase gereinigt IV 








Gieketo. 2 tt el ee 5,46 Jo 
ee. 2 a 4s 5 ee 3,03 %o | 3,56 0 
Amidstichksiof9. . 2... eee + se of OREM | 0,43 °/o 
Formoltitrierbarer Stickstoff . . . . .| 0,20 %o | 0,18 %o 
Aciditét entsprechend ccm Normallauge 

fir 100 g Substanz ...... 23,6 ccm | 32,4 ccm 


Behandlung mit Stickoxyd. 

















Bezeichnung | heat Menge | Aufgenommene | 
des  Dinsianmeneiination Stickoxydmenge| In Prozenten 
Diastasepriparates in g in g 

0,9983 0,0300 3.01 

| 0,5700 0,0208 3.65 

| 0,5281 0,0104 1,97 

- | 0,4980 | -0,0133 2.67 

| 0,5033 0,0148 2.94 

| 0,5096 0,0136 2.67 

| 0,4965 0,0156 3,14 

0,6143 0,0194 3,16 
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Fortsetzung. 
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| Verwendete Menge | Aufgenommene | 























| des tis ea Stickoxydmenge | In Prozenten 
Diastasepriparates | in g in g | 
| 0,2074 0,0235 11,33 
0.5215 0,0334 6,40 
0,5078 0,0317 6,24 
0,4961 0,0373 7,52 
a: 0,5266 0,0378 7,18 
| 0.4895 0,0466 9,52 
0,4971 0),0241 4,85 
| 0,5013 0,0497 9.91 
| 0.4643 0.0444 9,56 
| 0,4883 0,0403 8,25 








Auch hier wurden Auspumpversuche angestellt. Um das 
ausgepumpte Stickoxyd aufzunehmen, enthielt der mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure beschickte Vakuumexsikkator noch eine 
Petrischale, welche mit einem trockenen Gemenge aus Natron- 
kalk und Ferrosulfat (Ferrum sulfuricum alcohole praecipitatum) 


gefiillt war. 


beiden folgenden Tabellen wieder. 


In Gewichten (Grammen). 


Die Resultate der Auspumpversuche geben die 





Diastasepriparat 
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I. 


| | 


Diastase III 


III. 
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V. VI. 
e gereinigt IV 





Verwendete Menge des Diastase- 


praparates 


Aufgenomm.Stickoxydmenge . 


Das Praparatenthielt nochStick- 


oxyd: am 1. Tage 
2, » 
3.» 
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y. >» 
D. > 
6. » 
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0,9983 0,5700 0,5281 
0,0300) 0,0208 


0,0205) 


0,0204 


0,0196 
0,0190 
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0,0326 | 0,0374 
0,0319) — 


| 
0,0182, 0,0317 


kon- | 0,0316 


stant | — 


| stant 
| 











0,0370 


kon- 
stant 


ES ST RGR A oe HA GeS Ny St TAGE OR RMT Re ee eS a. a 














| 
| 
| 
| 
| 












































Einwirkung von Stickoxyd auf Diastase. VII. 297 
Fortsetzung. 
rere mah. ee 
Diastasepraparat . Diastase III Diastase gereinigt IV 
am 8. Tage 0,0173 | | 
9, >» r- | 
l 
> 10. » be 0168 | | 
> 11. » | 0,0166) | | 
» 12. > 0,0164 | | 
> 13. >» _ kon- | | 
| stant 
| 
In prozentischer Berechnung. 
ET REL mM | RM 
Diastasepraparat . . Diastase III Diastase gereinigt IV 
Aufgenommenes Stickoxyd. .] 3,01 | | 3,65 | 1,97 | 11,33 | 6,40 | 7,18 
DasPraparatenthielt nochStick- 
oxyd: am 1. Tage — | 36 1,97 | 9,30 | 6,25 10 
2k we | kon- 8,82 | 612 | — 
3. > 2,60 | 3,58 | Slant} — | — | — 
> 4, kon- | 3,44 178 | 6,08 | 7,03 
5. > stant 3.33 kon- | 6,06 | kon- 
s& -» 3,21 stant | kon- | stant 
a E » 3.14 stant 
> 8, «3,04 | 
> % » a 
> 10. » 2,95 
>11. » 2,91 | 
> 12, >» 2,81 | 
> 13, >» kon- | 
stant | 




















Die in der ersten Tabelle verzeichneten Stickoxydmengen 
zeigen allerdings grofe Unterschiede. Doch kann man wohl das 
eine entnehmen, dai das milchzuckerfreie Praiparat «Diastase 
gereinigt IV» betrachtlich mehr Stickoxyd aufnehmen kann als 
das milchzuckerhaltige «Diastase III». 
letzteren Priparate die Differenzen viel kleiner als bei ersterem. 

In den Auspumpversuchen geben die Priparate in der 


Ubrigens sind bei dem 


Regel nur kleine Mengen von Stickoxyd ab und bewahren dar- 
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nach ein konstantes Gewicht. Diese Gewichtskonstanz ist meist 
schon nach ganz wenigen Tagen (1—5) erreicht. DaB dies in 
einem Versuche etwas linger gedauert hat, riihrt offenbar nur 
davon her, daf das Gemisch aus Natronkalk und Ferrosulfat 
das Stickoxyd nicht gar so prompt bindet. 

Jedenfalls ist die Hauptmenge des Stickoxyds fester ge- 
bunden, und nur ein kleiner Teil wird leicht abgegeben. Ich 
stelle in einer Tabelle zur bequemeren Ubersicht den fester 
und den lockerer gebundenen Anteil an Stickoxyd, wie er sich 
aus den einzelnen Versuchen ergeben hat, zusammen. 


nn _____] 

















: Re | Auf- | Fester Lockerer 
Versuchs-| Diastase- genommenes — gebundenes gebundenes 
Nr iiiaseens Stickoxyd | Stickoxyd Stickoxyd 
ave. | pra} Ol | % 01, 
4 11] 3.01 | 2.60 0,41 
HM. | II 3,65 | 2,88 0,77 
| II 197 || 1,97 0 
IV. | gereinigt IV 11,33 | 8,78 2.55 
v. | > W 6,40 6,06 0,34 
VI. | > IV | 7,18 | 7,03 0,15 


Es liegt nahe, bei dem fester gebundenen Stickoxyd an 
eine chemische Verbindung zwischen Stickoxyd und Bestand- 
teilen des Diastasepraparates zu denken. Allerdings ist es 
schwer, sich vorzustellen, daB, wenn eine chemische Verbindung 
eintritt, ein und dasselbe Priiparat verschiedene Mengen von 
Stickoxyd fester binden sollte. In den Versuchen I und II 
stimmen zwar die fester gebundenen Stickoxydmengen in An- 
betracht der Versuchsbedingungen sehr gut tiberein, aber im 
iibrigen herrscht keine Ubereinstimmung. Dieser Widerspruch 
kliirt sich indessen leicht auf. 

Nimmt man von jedem Praparate jene Versuche heraus, 
welche den héchsten Wert fiir fester gebundenes Stickoxyd 
aufweisen, d. i. bei Diastase III: Versuch I und II, bei Diastase 
gereinigt IV: Versuch IV, so zeigt sich, daB in diesen Ver- 
suchen auch nennenswerte Mengen von lockerer gebundenem 
Stickoxyd abgegeben wurden. In den tibrigen Versuchen wurde 
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entweder gar kein Stickoxyd oder nur recht geringe Mengen 
Stickoxyd abgegeben. Im praktischen Versuche bedeuten diese 
geringen Mengen solche von um 1 mg. Wie iibrigens die braunen 
Piinktchen, welche an einzelnen Stellen der Ferrosalzmasse auf- 
getreten waren, beweisen, waren diese kleinen Mengen wirklich 
Stickoxyd und nicht etwa Wigefehler. Doch haben wohl so 
kleine Mengen nichts Wesentliches zu bedeuten. 

Wenn daher diese letzteren Praparate keinen nennens- 
werten Uberschuf von Stickoxyd abgeben kénnen, dann werden 
auch die Atomgruppen, welche Stickoxyd chemisch binden 
kénnen, nicht mit Stickoxyd gesattigt gewesen sein. Diese 
Sattigung hat nur in den Versuchen I, II und IV stattgefunden 
und die tibrigen Versuche weisen nur deshalb niedrigere Werte 
fiir fester gebundenen Stickoxyd auf, weil die Sattigung noch 
nicht vollendet war. 

Man kann demnach sagen, dai das Priparat « Diastase III- 
ungefiihr 2,8°/o und das Praparat «Diastase gereinigt IV» un- 
gefihr 8,8°/o Stickoxyd chemisch binden kann. In allen Ver- 
suchen war den Priiparaten ein ganz betriichtlicher Uberschuf 
von Stickoxyd dargeboten worden. Wenn unter diesen Um- 
stiinden die stickoxydbindenden Gruppen der Diastasepraparate 
nicht immer ganz mit Stickoxyd gesittigt waren, so beweist 
dies nur, dafi die chemische Verbindung mit Stickoxyd, we- 
nigstens unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen, nicht 
sehr leicht vor sich geht. 

In diesem Sinne sind jedenfalls auch die Verschieden- 
heiten in den Stickoxydmengen, welche die nicht ausgepumpten 
Praparate enthielten, zu erklaren. Man wird wohl annehmen 
ko6nnen, daf in allen jenen Versuchen, in welchen die Praparate 
weniger als 2,8, bezw. 8,8°/o Stickoxyd enthalten, die stick- 
oxydbindenden Gruppen nicht ganz mit Stickoxyd gesittigt sind, 
und dafi in jenen Versuchen, in welchen die Priaparate mehr 
als 2,8, bezw. 8,8°/o Stickoxyd enthalten, nicht nur diese 
Sattigung eingetreten ist, sondern daBb auch die Praparate locker 
gebundenes Stickoxyd enthalten. 

Es fragt sich nun, was denn dieses locker gebundene 
Stickoxyd ist. In erster Linie sollte man an_physikalische 
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Krafte denken, welche diese lockere Bindung verursachen. Nun 
sind aber die mit Stickoxyd behandelten Priéparate an der 
Luft relativ gut, an trockener Luft sogar sehr gut haltbar, und 
obwohl chemisch unveriindertes Stickoxyd an der Luft sofort 
Sauerstoff aufnimmt und in braunes Stickstoffdioxyd tibergeht, 
ist an den mit Stickoxyd behandelten Diastasepraéparaten, wenn 
sie aus der Kohlensiureatmosphire an die Luft gebracht werden, 
nicht die geringste Veranderung, weder eine Verfirbung, noch 
die Entwicklung brauner Dampfe wahrzunehmen. Man wird 
also damit rechnen miissen, dafi auch dieses locker gebundene 
Stickoxyd chemisch gebunden ist, und daf alles Stickoxyd, 
welches etwa adsorbiert gewesen war, schon im Kohlensaure- 
strom beseitigt worden ist. 


Bestimmung der Acididat. 


Unter Anwendung von Phenolphthalein als Indikator wurden 
folgende Resultate erhalten. Die in den Tabellen angefiihrten 
Auspumpversuche sind die Auspumpversuche II, III, V und VI. 
In den Auspumpversuchen ist als Stickoxydgehalt die Menge 
des fester gebundenen Stickoxyds verstanden. 





























Bezeichnung Verwendete Menge} Stickoxyd- Normalfliissigkeit verbraucht 
_ des des Diastase- eehalt zur Neutrali-| zur Formol- 
praparates g g cem cem 
II 0,5096 0,0136 0,315 | 0,078 
(1 0,4965 0,0156 0,314 | 0,078 
Gereinigt IV 0,497 1 0,0241 0,602 | 0,099 
IV 0,5013 0,0497 0,988 | 0,076 
Auspumpversuche. 
HI 0,5700 0,0164 0,283 | 0,094 
HI 0.5281 0.0104 0,242 | 0,094 
Gereinigt IV 0,5215 0,0316 0625 0,115 
2 lV 0,5266 0,0370 0,564 | 0,120 
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In prozentischer Berechnung. 
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Dinstese- | Stickoxyd- | __Seagnen __| Aciditits- 
gehalt des behandelten des urspriinglichen Ce eee 
priparat f Priparates Praparates : aie 
. ccm ccm ccm 
lil 2,67 61,8 23,6 38,2 
Ill 3,14 63,2 23.6 39,6 
Gereinigt IV 4,85 121,1 32,4 88,7 
. IV 9,91 197,1 32,4 164,7 
Auspumpversuche. 
III 2,88 49,7 23,6 26,1 
ll 1,97 45,8 23,6 22,2 
Gereinigt IV 6,06 119,8 32,4 87,4 
, > IV 7,03 107,1 32,4 74,7 














Durch die Behandlung mit Stickoxyd ist die Aciditét aller 
Priparate gewachsen. Eine ziffernmiifige Relation zwischen 
dieser Aciditaétszunahme und der Menge Stickoxyd, welche auf- 
genommen wurde, konnte nicht gefunden werden. Im grofen 
und ganzen betrachtet erfuhren die Priiparate, welche viel 
Stickoxyd aufgenommen hatten (Diastase gereinigt IV), auch 
eine betrichtliche Erhéhung der Aciditiit als jene, welche nur 
wenig Stickoxyd aufgenommen haben (Diastase III). 








Formoltitrierung. 


In prozentischer Berechnung. 
TY 














____ Formoltitrierbarer Stickstoff 
Diastasepriiparat | bel mit Stickoxyd behandelten| bei urspriinglichen 
am — 

III 0,21 0,20 

Ill 0,22 0,20 

Gereinigt IV 0,28 0,18 

i > IV 0,21 0,18 
Auspumpversuche. 

f Il 0,23 0,20 

lil 0,25 0,20 

Gereinigt IV 0,31 0,18 

» IV 0,32 | 0,18 
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Bei den mit Stickoxyd behandelten Praparaten liefert 
demnach die Formoltitrierung keine wesentlich anderen Werte 
als bei den urspriinglichen Praparaten. 


Bestimmung des Amidstickstoffs. 


—LLLLL————EE——————————————————————————————————————————————————————————— 








Bezeichnung Verwendete Menge | Stick- | Stick- | Tempe-| Baro- 
teas des oxyd-|) corr | ratur | meter- 

ped Diastasepraparates | gehalt stand 
Diastasepriparates g g ecm oC. mm 
HiT. 0,4980 0,0133; 3,4 20,6 736,0 

III. 0,5033 0,0148 4,6 17,5 749,3 
Gereinigt IV. 0,5078 0,0317) 3,1 19,0 | 735,5 

> IV. 0,4883 0,0403) 3,2 20,0 | 745,5 

















In prozentischer Berechnung. 











ie Amidstickstoff 
iid, Stickoxyd- : 
‘ gehalt mit Stickstoff behandeltes,| _urspriingliches 

praparat Praparat Praparat 
%/o °/o °Jo 
IT. 2,67 0,38 0,34 
III. 2,94 0,52 0,34 
Gereinigt IV. 6,24 0,34 0,43 
> IV. 8,25 0,37 0,43 











Auch hier ergeben sich keine nennenswerten Differenzen 
zwischen den mit Stickoxyd behandelten Praéparaten und den 
urspringlichen Praparaten. 

Nach den Resultaten der Formoltitrierung und der Be- 
stimmung des Amidstickstoffs scheint das Stickoxyd weder 
hydrolytische Spaltungen, noch Anhydridbildungen hervorgerufen 
zu haben, wie dies ja von dem Stickoxyd, welches an sich 
weder sauren, noch basischen Charakter besitzt, nicht anders 
zu erwarten war. Immerhin darf ein solcher Schlu8 nur mit 
einiger Reserve gezogen werden, denn das Stickoxyd kénnte 
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nachtraglich an der Luft in Stickstoffdioxyd iibergehen und beim 
Zusammenbringen mit Wasser teils als Salpetersiure hydro- 
lytisch wirken, teils als salpetrige Saure Aminogruppen zer- 
stéren, Prozesse, welche fiir die Resultate der Formoltitrierung 
und der Bestimmung des Amidstickstoffs einander entgegen- 
wirken. Wenn auch ein solches Verhalten nicht gerade wahr- 
scheinlich ist, so mufi doch daran gedacht werden. 


Prifung der Fermentwirkung. 


Bei der Priifung der Fermentwirkung tauchten Zweifel 
auf, ob die Lésung der mit Stickoxyd behandelten Diastase- 
praparate fiir die Verzuckerungsversuche zu neutralisieren sei 
oder nicht. Es wurden daher Versuche mit Neutralisation gegen 
Lackmus und solche ohne Neutralisation angestellt. Dieser 
Umstand war nicht gerade von hervorragender Bedeutung. Es 
zeigte sich, dafi die Neutralisation die Wirksamkeit der Praparate 
um ein wenig steigerte. Ich greife wieder nur einige Ver- 
suche heraus. 


1 g Diastase II mit Stickoxyd behandelt, Lésung nicht neutralisiert. 
Kontrolle: 1 g Diastase II. 
Starkelésung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 























aed os Mit “aoa 

des ‘Jog. [Reduktion| mg | jog. (Reduktion| mg 

7 inmg | Zucker]. - inmg | Zucker 

Versuches losung) Zucker |gebildet]!6sung Zucker | gebildet 
Beginn. . -...{ blau!| 13/4 0 blau | 15,4 0 
/, Stunde . 0 19,5 6,4 0 22.4 7,0 
1 > 0 20,6 7,5 0 24,5 9,1 
12 Stunden. ..] 0 21,9 8,8 0 26,1 10,7 
2 oe F 22,4 9,3 0 | 26,7 11,3 

Reduziert Fehling stark stark 
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II. 


0,2 g Diastase gereinigt IV mit Stickoxyd behandelt, Lésung neu- 


tralisiert. 


Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt IV. 
Starkelésung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 





Dauer 
des 


Versuches 


Kontrolle 


Mit Stickoxyd behandeltes 











a ae 
ve inmg | Zucker 
lésung) Zucker | gebildet 


a... 
Jog- |Reduktion| mg 
| in mg | Zucker 


lésung Zucker 'gebildet 





Beginn . 


‘eg Stunde. . 


1 > 
1'‘/e Stunden . 
9 > 


— 


Reduziert Fehling 











blau | 3.6 0 
0 96 | 6,0 
0 103 | 6,7 
() 10,3 | 6,7 
0 10.6 | 7.0 

stark 
III. 





blu | 27 | 0 

» | 380 | 028 

» | 80 | 03 

» | 39 | 12 

>» | 4,9 2,2 
wenlg 


0,2 g Diastase gereinigt IV mit Stickoxyd behandelt, Lésung nicht 


neutralisiert. 


Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt IV. 
Stiirkelisung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 








Mit Stickoxyd behandeltes 














Dauer Kontrolle Priparat 
des Jod- (Reduktion| mg | Jog. |Reduktion) mg — 
: ' inmg | Zucker inmg | Zucker 
Versuches lésung) Zucker | gebildet lésung) Zucker 'gebildet 
Beginn . blau | 4,2 0 blau 3,3 0 
‘/s Stunde . 0 | 97 | 55 | > 3,1 0 
1 > 0 |; 10,2 6,0 > 3,8 0,5 
1'/e Stunden o | 105 | 68 | » 3,8 0,5 
2 > 0 | 10,4 6,2 > 3,8 0,5 
Reduziert Fehling stark nicht 








An diese Beispiele schliefBe ich noch zwei Versuche an, 
welche mit den ausgepumpten Priiparaten von den Auspump- 
versuchen I und IV angestellt sind. 
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Auspumpversuch I. 


0,9983 g Diastase hatten aufgenommen 0,0300 g = 3,01°/o Stickoxyd 
und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0259 g = 2,06°o Stickoxyd. 
Die Lésung wurde nicht neutralisiert. 

Kontrolle: 1 g Diastase III. 

Starkelisung: 2 g liésliche Stiirke: 500 ccm Wasser. 


























——ae arr ees behandeltes 
des Jod- Reduktion| 7 mg Jod- Reduktion me 

" | inmg | Zucker] | | inmg_ | Zucker 

Versuches l6sung, Zucker ‘gebildet lésung Zucker | gebildet 
Beginn .....] blan| 169 | O | blau 180 | 0 
‘lg Stunde... . 0 24,5 7,6 O |} 22 | 7,2 
1 » seouee Ss %6 | 7.7 | 0 | 266 | 86 
1'/2 Stunden. . . 0 25,0 | 8,1 0 | 26,5 | 85 
2 ~~ cese-® 253 | 84 0 270 | 90 

Reduziert Fehling sehr stark sehr stark 








Auspumpversuch IV. 


0,2074 g Diastase gereinigt IV hatten aufgenommen 0,0235 g = 11,33 °/o 
Stickoxyd und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0182 g = 8,78°5 
Stickoxyd. Die Lésung wurde nicht neutralisiert. 

Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt IV. 

Stairkelésung: 2 g liésliche Starke: 500 ccm Wasser. 





























iii ow Mit oa 
des ne ‘Reduktion| mg “Jog. |Reduktion! . mg 

. | inmg | Zucker]. inmg | Zucker 

Versuches losung Zucker | gebildet lésung Zucker | gebildet 
Beginn. .. . . .| blau| 39 0 |bla| 31 | 0 
le Stunde... .| 0 | 7,0 31 » | 86 0,5 
$ » oe +f @ | Be POR s | ae oe 
1/2 Stunden... .| 0 | 69 30 | » | 36 0,5 
2 > ca ee > oe 3,2 > | 85 | O04 

Reduziert Fehling miahig nicht 








Das milchzuckerhaltige Priiparat (Diastase III) erfahrt 
durch die Behandlung mit Stickoxyd in seiner Wirksamkeit 
keinerlei Beeintriichtigung, das milchzuckerfreie Priiparat (Dia- 


20 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXYV. 
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stase gereinigt IV) hingegen wird durch diese Behandlung in 
seiner Wirksamkeit arg geschiadigt. Die Auspumpversuche geben 
kein wesentlich anderes Resultat. Halt man dieses merkwiirdige 
Verhalten zusammen mit der Tatsache, daB das milchzucker- 
freie Praparat (Diastase gereinigt IV) betrachtliche Mengen von 
Stickoxyd aufnehmen kann, wahrend das milchzuckerhaltige 
Praparat (Diastase III) nur wenig Stickoxyd aufnimmt, so ist 
der Schluf recht verlockend, da’ der Milchzucker die Diastase 
vor der schadigenden Einwirkung des Stickoxyds schiitzt, indem 
er mit einer fiir die Fermentwirkung notwendigen, in widsseriger 
Lésung leicht trennbaren Atomgruppe verbunden ist; in dem 
milchzuckerfreien Préaparate wiirde hingegen dieser Schutz 
fehlen und die fiir die Fermentwirkung notwendige Atom- 
gruppe ware der Verbindung mit Stickoxyd unbeschirmt preis- 
gegeben. 

Ich will aber alle weiteren Schluffolgerungen vermeiden, 
bis ich einige Kenntnisse dariiber erlangt habe, welche Atom- 
gruppen sich mit Stickoxyd verbinden kénnen. 

In der Meinung, daf bei der Einwirkung von Stickoxyd 
auf gewisse Atomgruppen moglicherweise Nitrosogruppen ent- 
stehen kinnten, indem das Stickoxyd als Radikal— NO sich 
mit diesen Atomgruppen verbindet, habe ich mit Diastase- 
praparaten, welche mit Stickoxyd behandelt worden waren, 
einige den Nitrosoverbindungen zukommende Reaktionen an- 
gestellt. 

a) 0,6143 g Diastase II] nahm auf 0,0194 g = 3,16°/o 
Stickoxyd. 

b) 0,4643 g Diastase gereinigt IV nahm auf 0,0444 g = 
9,56°/o Stickoxyd. 

Proben dieser beiden Priaparate wurden nebeneinander 
den folgenden Reaktionen unterzogen: : 

1. Eine Probe jedes Priaparates wurde in Wasser geloést 
und die Lésung zu einer Auflésung von Jodkalium und Starke- 
kleister zugesetzt: die Fliissigkeit farbte sich sofort dunkelblau. 

2. Die filtrierte wisserige LOsung jedes Praparates wurde 
mit klarem Schwefelwasserstoffwasser versetzt: die Fliissigkeit 
triibte sich sofort milchig. 
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3. Die Losung der Diastase III farbte sich beim Erwirmen 
mit salzsaurem Anilin rotlichgelb, die Lésung der Diastase ge- 
reinigt IV farbte sich bei derselben Behandlung deutlich rotgelb 
und lieferte beim Schiitteln einen rosa gefiairbten Schaum. 

4, Proben beider Praparate in eine Auflésung von Dipheny]l- 
amin in konzentrierter Schwefelséure eingetragen fiarbten diese 
intensiv blau. 

5. Proben beider Praéparate wurden in Alkohol aufge- 
schwemmt, mit einer alkoholischen Lésung von a-Naphthol und 
einer wasserigen LOsung von schwefelsaurem Hydroxylamin und 
darauf tropfenweise mit einer sehr verdiinnten Sodaldsung ver- 
setzt. Die Fliissigkeit selbst verfirbte sich dabei nicht, da- 
gegen nahmen die ungeldsten Partikelchen zuerst eine griinliche, 
dann rotliche Fairbung. Mit der Diastase gereinigt IV wurde 
auferdem noch dieselbe Reaktion in wasseriger LOsung ange- 
stellt: die Fliissigkeit farbte sich nur griinlich, hatte aber am 
nachsten Tage einen roten Farbstoff abgeschieden. 

Mehr Aufschliisse erwarte ich von Versuchen tiber die 
Kinwirkung von Stickoxyd auf Stoffe von bekannter Konstitution. 
Diese Versuche sind bereits begonnen worden. 


20* 








Neue Beobachtungen iiber Vorgange beim Farben animalischer 
Fasern. 


Von 
W. Suida. 





(Der Redaktion zugegangen am 30. April 1913.) 


Vor einiger Zeit!) berichtete ich tiber einige Beobach- 
tungen betreffend die Anderung der chemischen Eigenschaften 
von Farbstoffen nach ihrem Auffarben auf die animalische 
Faser und gedachte bei dieser- Gelegenheit auch der Ansicht 
von A. Binz und G. Schroter,?) daB der ProzeB der durch 
die desmotrope Chinonform veranlaften echten Farbung viel- 
leicht als eine Kernkondensation zwischen Faser und Farbstoff 
aufzufassen sei, wozu dann als weiterer Faktor noch Salz- 
bildung treten kann. Das Bestehen dieses letzteren Faktors ist 
mit Riicksicht auf die vielfach nachgewiesene Bindung von 
Sauren und sauren Farbstoffen wenigstens bei Wolle nicht 
von der Hand zu weisen und wird hier beziiglich der Befestigung 
der sauren Farbstoffe vielleicht die Hauptrolle spielen. 

Anders liegt es jedoch mit der Annahme einer Kern- 
kondensation der chinoiden Farbstoffe mit der Faser, sowie 
mit der Bindung von nur mit Phenolhydroxyl oder Amino- 
gruppen versehenen Farbstoffen oder Substanzen. 

Seit dem Jahre 1908 haben mich Fragen, welche die 
zuletzt angedeuteten Verhiltnisse betreffen, beschiftigt. Zahl- 
reiche Versuche, welche zur Lésung dieser Fragen in der mir 
leider geringen verfiigbaren Zeit durchgefiirt wurden, haben 
nun Resultate gezeitigt, tiber die in den folgenden Zeilen be- 
richtet werden soll. 


I. Der Verlauf der Hydrolyse der Schafwolle beim Behandeln mit 
Wasser und mit verdiinnten Sauren. 


Aus meinen friiheren Mitteilungen geht hervor, daf die 
Schafwolle bei den Operationen des Fiarbens aus einem an- 
hydridartigen Zustand durch Hydrolyse (Aufspaltung) in einen 


') Lehnes Fiarberzeitung, 1912. 
2) Ber., 1902, S. 4225. 
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aktiven Zustand tibergeht, d. h. daB sich durch fortgesetzte 
Hydrolyse unter fortdauernder Abspaltung von Bestandteilen 
der Wolle immer neue aktive Gruppen erschliefen lassen, was 


ja auch ohne Schwierigkeit durch die Natur der Wolle als 


Eiweifkorper erklirt werden kann. 

Um nun iiber den Vorgang bei dieser Hydrolyse einigen 
Aufschluf zu erlangen, habe ich jene Schafwolle, wie sie immer 
zu meinen Versuchen diente,!) einer fortdauernden Einwirkung 
von Wasser, bzw. von verdiinnter Schwefelsiure bei 100° 
unterworfen und von Zeit zu Zeit die Natur der Abspaltungs- 
produkte festzustellen versucht. 

Je 5g Schafwolle wurden mit 200 ccm Wasser iiber- 
gossen; einer Probe wurden 3 cem einer 10°/oigen Schwefel- 
siure zugefiigt. Beide Proben wurden dann 1 Stunde lang in 
einem Farbeapparat auf 98—100° C. erhitzt. Hierauf wurden 
die Wollproben herausgenommen, mit kaltem destilliertem 
Wasser gewaschen und sodann neuerdings mit 200 ccm destil- 
liertem Wasser oder mit 200 cem destilliertem Wasser und 
3 cem der 10°/oigen Schwefelséiure iibergossen und wieder 
eine gewisse Zeit auf 100° C. erhitzt. Dieser Vorgang wurde 
einigemal wiederholt; die jeweilig gewonnenen Flotten wurden 


untersucht. 
Tabelle I. 


| Die Flotte Flotte der mit ver- | Flotte der 
diinnter Schwefel- | 
sdiure behandelten | 





Zeitdauer | gibt mit folgenden mit Wasser allein 





Reagenzien Wolle | behandelten Wolle 
1 Stunde Lackmus sauer | neutral 
Diazotierte Sulfanil- hochgelb | hochgelb 
saure 
Pikrinsaure starke Triibung | schwache Triibung 


Phosphorwolfram- | deutliche Triibung | Spur einer Triibung 
saure 











Gerbsdure starke Fallung desgl. 

Salzsaure unverandert > 
Krystallviolett blau, keine Fallung) violett, keine Fallung 
Biuretprobe | blauviolett | blauviolett 


1) Monatshefte f. Chemie, 1905, S. 855. 
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Tabelle I. — Fortsetzung. 
EE 
| Die Flotte | — ~ = so | Flotte der 
Zeitdauer | gibt mit folgenden ee ee mit Wasser allein 
| Reagenzien Wolle behandelten Wolle 
3 Stunden! Lackmus sauer neutral 
Diazot. Sulfanilsaure hochgelb hochgelb 
Pikrinsaure starke Triibung | Spur einer Triibung 
Phosphorwolfram- desgl. desgl. 
sdiure 
Gerbsdure starke Fallung - 
Krystallviolett blau, keine Fallung) violett, keine Fallung 
Krystallponceausalz| deutliche Triibung klar 
Krystallponceau- desgl. > 
sdure 
Biuretprobe blauviolett blauviolett 
5 Stunden Lackmus sauer neutral 
Diazot. Sulfanilsdure hochgelb schwacher gelb 
Pikrinsiure starke Triibung | Spur einer Triibung 
Phosphorwolfram- Triibung desgl. 
siure 
Gerbsiaure Fallung klar 
Krystallviolett blau, keine Fallung | violett, keine Fallung 
Krystallponceausalz| starke Triibung klar 
Krystallponceau- desgl. » 
saure 
| Nesslers Reagens starke orange schwache Gelb- 
Fallung farbung 
Biuretprobe noch deutlich blau-| nicht mehr wahr- 
violett nehmbar 
9 Stund. Lackmus sauer neutral 
Diazot. Sulfanilsdure hochgelb schwach gelb 
Pikrinsaure Fallung klar 
Phosphorwolfram- Triibung Spur einer Tribung 
siure 
Gerbsaure Fallung klar 
Krystallviolett blau, keine Fallung | violett, keine Fallung 
Krystallponceausalz Fallung klar 
Krystallponceau- ’ > 








saure 
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Tabelle I. — Fortsetzung. 
ee eee aD 
Die Flotte —— — “se red Flotte der 
- . ; iinnter Schwefel- _. 
Zeitdauer | gibt mit folge nden siure behandelten | ™t Wasser allein 
| Reagenzien Wolle _ behandelten Wolle 
| | 
9 Stund.| Nesslers Reagens | starke, orange | schwache Gelb- 
Fillung | fairbung 
| Biuretprobe noch deutlich blau-| bleibt aus 
| violett 
17 Stund. | Lackmus sauer | neutral 
‘Diazot. Sulfanilséure hochgelb | rein gelb 
| Pikrinsaure starke Fallung | klar 
Phosphorwolfram- >»  Triibung | > 
saure | 
Gerbsiure >» Fillung | > 
Krystallviolett | blau, keine Fallung | violett, keine Fallung 
Krystallponceausalz| —starke Fallung klar 
Krystallponceau- desgl. » 
saure 
Nesslers Reagens;} orange Fiarbung schwache gelbe 
Farbung 
Biuretprobe blauviolett bleibt aus 





























Zu diesen Versuchen sei bemerkt, dafi die Probe mit 
diazotierter Sulfanilsiiure mit mit Sodalésung versetzter Flotte, 
jene mit Gerbsiure bei den Flotten ohne Sdurebehandlung 
unter Hinzufiigen eines Tropfens verdiinnter Schwefelsiure vor- 
genommen wurde. 

Die nach der 19stiindigen Behandlung wieder gut ge- 
waschenen und an der Luft getrockneten Wollproben wurden 
gewogen, wobei es sich zeigte, daf die mit Wasser allein 
behandelte Wolle fast gar nichts an Gewicht verloren hatte, 
wahrend die mit verdiinnter Saéure behandelte Wolle einen 
Gewichtsverlust von 6°/o aufwies. 

Diese Wollproben wurden nunmehr 1 Stunde lang im 
Farbeapparat mit 10°/o Zinnsalz und 10°/o Essigséure (200 ccm 
Wasser) behandelt, wobei sie vollkommen ungefirbt blieben. ') 
Dann erfolgte noch eine einstiindige Behandlung mit einer 





1) Vel. M. Becke, Farber-Zeitung, 1912, Heft 3 und 4. 
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10°/o des Wollgewichtes an Soda enthaltenden Lésung. Auch 
jetzt trat keine Farbung auf, aber die urspriinglich nur mit 
Wasser behandelte Wolle blieb intakt, wiéhrend die anfangs 
mit verdiinnter Siure behandelte Wolle sich zum groBen Teil 
aufléste. Die nunmehr sich ergebenden Flotten enthielten viel 
Ammoniak (die mit Wasser behandelte viel mehr als die mit 
Siiure behandelte), ergaben mit alkalischer Bleioxydlésung 
intensive Braunfirbungen und lieBen beim Ansiiuern weife 
Flocken (bei der mit Siure behandelten Wolle viel mehr als 
bei der mit Wasser allein behandelten) unter starker Schwefel- 
wasserstoffentwickelung (durch Bleipapier nachgewiesen) fallen. 
Die Niederschlage lésen sich in Alkohol auf zu opalisierenden 
Fliissigkeiten. 

Aus diesen Versuchen ist zu entnehmen, dai Wolle in 
schwach mineralsaurer Flotte viel mehr Substanz abgibt, als 
in neutraler Fliissigkeit, daB sich dieser starkere Eingriff der 
sauren Fliissigkeit besonders beim Nachbehandeln mit alka- 
lischen Fliissigkeiten erkenntlich macht. Es ist aber auch ferner 
zu entnehmen, daf} die Wolle an Wasser oder schwachsaures 
Wasser (in diesem Falle viel mehr) vor allem basische Be- 
standteile abgibt, daB also beim Farben der Wolle unter tiblichen 
Verhiiltnissen die Wolle selbst saurer wird. 


II. Verhalten von Phenolen und substituierten Phenolen gegen 
Schafwolle. 


Sehr viele, ja man kann sagen die Mehrzahl der kiinst- 
lichen und natiirlichen Farbstoffe enthalten Phenolhydroxyl- 
gruppen. Zum Teil sind diese ebenso wie stickstoffhaltige 
Gruppen die Ursache der chinoiden Desmotropie, zum Teil 
jedoch kénnen sie als schwach saure Gruppen die Ursache 
der Bindung von basischen Substanzen sein. Verbindungen 
von Phenolen mit Basen sind ja vielfach bekannt geworden; 
daf soleche Verbindungen mitunter unldslich und auch sehr 
widerstandsfihig sein kénnen, geht ja auch aus den Befunden 
von J. Dollinger?) hervor. 


') Monatshefte fiir Chemie, 1910, S. 643. 
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Es schien mir daher von Wichtigkeit, die Rolle dieser 
Phenolhydroxylgruppen verschiedener Phenole beim Prozef 
der Behandlung animalischer Fasern, speziell der Schafwolle, 
mit phenolartigen Korpern kennen zu lernen. 

Ks ist eine altbekannte Tatsache, dai z. B. Trinitrophenol 
Wolle intensiv anfirbt, es ist aber ebenso bekannt, dab diese 
Firbungen sehr unecht sind und da ein schwaches Seifenbad 
die ganze Fiirbung wieder abzieht, dafi also ein einfacher 
reversibler Prozefi vorliegt. Ferner ist aus dem D.R.P. 77552 
der Farbwerke Meister Lucius und Briining bekannt, dafi neben 
Amiden, Naphtholen, Dioxynaphthalinen und Amidodioxynaphtha- 
linen selbst eine Reihe von Sulfosiiuren von Phenolen sich 
direkt auf die animalische Faser befestigen lassen. Da aber 
in den meisten bekannten Fallen nicht nur Phenolhydroxyl- 
gruppen, sondern auch Amidogruppen und wirkliche Siure- 
gruppen bei diesen Prozessen eine Rolle spielen, so erscheint 
das hier gewonnene Bild in bezug auf die Wirkungsweise der 
Phenolhydroxylgruppen nicht rein. 

Ich habe daher Versuche ausgefiihrt, auf meiner Versuchs- 
Schafwolle verschiedene Phenole und dann auch Phenolcarbon- 
siiuren durch einstiindiges Kochen mit verdiinnten Lésungen 
dieser K6rper unter Zusatz von etwas Essigsiiure zu befestigen 
und ihre Eigenschaften auf der Faser zu ermitteln. Es wurden 
fiir je 5 g Wolle 0,1 g des Phenols und 0,5 ccm einer 50°/oigen 
Essigsiure neben 200 ccm Wasser verwendet und eine Stunde 
auf 98—100°C. erhitzt. 

Hierauf wurden die Flotten gepriift und die behandelte 
Schafwolle griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen, bis 
die Waschwasser keine Spur einer Phenolreaktion mehr er- 
gaben. Die Wolle wurde dann an der Luft getrocknet. 

Die Phenole wurden hiiufig mit ihren charakteristischen 
Eisenchloridreaktionen nachzuweisen versucht. Da_ solche 
Reaktionen nicht tiberall angegeben sind, so wurde jeweilen das 
betreffende Phenol zunichst in wisseriger LOsung mit wenig 
Eisenchloridlésung gepriift. Es ergaben sich hierbei nicht un- 
interessante Resultate. So tritt die Eisenchloridreaktion des 
gewohnlichen Phenols, wohl etwas in der Farbe abgedindert, 
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auch beim p- und m-Nitrophenol ein, nicht aber beim o-Nitro- 
phenol, 1,2,4-Dinitrophenol und bei der Pikrinséure. Die 
Violettfarbung des Resorcins mit Eisenchlorid ist bei Styphnin- 
siure nicht zu beobachten, ebensowenig beim Dinitro-a-naphthol 
die charakteristische Bildung weifSer, beim Erwiérmen violett 
werdender Flocken des a-Naphthols beim Versetzen mit Eisen- 
chlorid. Daraus kénnte man schlieBen, daf eine Nitrogruppe, zur 
Hydroxylgruppe in der Orthostellung stehend, die Eisenchlorid- 
reaktion verhindert. 

Die mit den Phenolen oder ihren Carbonséuren behandelten 
Wollproben zeigten nun folgendes Verhalten: 

Phenol und die drei isomeren Dioxybenzole. Deren 
Anwesenheit auf der Wollfaser lief sich mit keinem Mittel 
nachweisen. Die Fasern selbst waren farblos. Dagegen zeigten 
die Farbflotten alle bekannten Reaktionen der verwendeten 
Phenole. 

Trioxybenzole. Die Farbflotten zeigten alle typischen 
Reaktionen der Phenole. 

Pyrogallol farbt die Wolle kaum merklich gelblich. 
Mit Eisenchlorid entsteht keine Firbung. Hingegen gibt eine 
schwache Eisenvitriolldsung beim Erwarmen auf der Wolle einen 
schwach grauen Ton. Ebenso erzeugt verdiinntes Ammoniak 
eine sehr schwach sich ablésende gelblichbraéunliche Farbung. 

Phloroglucin farbt die Wolle ganz schwach chamois- 
artig an. Irgend ein Nachweis der Anwesenheit dieses Phenols 
auf der Faser war nicht zu erbringen. 

Oxyhydrochinon. Das verwendete Praparat hatte eine 
graublaue Firbung. Die Farbung der Wolle war deutlich 
hellbraun. 

Nitrophenole. Die Farbflotten geben beim m- und p- 
Nitrophenol die charakteristische Eisenchloridreaktion. 

o-Nitrophenol. Die Faser erscheint gelblich gefarbt. 
Verdiinntes Ammoniak lést mit deutlich gelber Farbe ab. 

m-Nitrophenol. Die Wolle war ungefirbt und ergab 
mit Eisenchlorid keine Farbung. Trotzdem zog verdiinntes 
Ammoniak sehr deutlich eine gelb gefarbte Substanz ab. 

p-Nitrophenol. Die Wolle erschien schon lichtgelb ge- 
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fairbt, ergab aber mit Eisenchlorid keine Farbung. Hingegen 
ldste verdiinntes Ammonik das p-Nitrophenol mit stark gelber 
Farbe von der Faser ab. 

Dinitrophenol und Trinitrophenol (Pikrinsaure) firben 
die Wolle intensiv gelb an. Die Farbung wird von verdiinntem 
Ammoniak, ja schon von warmer Seifenlésung vollstindig ab- 


gezogen. 
1,4-Dioxynaphthalin ) farben, in schwach essigsaurem Bade 
2,3- . die Wolle nur in sehr tichten gelb- bis 
2 ,6- “ braunlichgrauen TOnen an. Ein Nach- 
2,7- . chromieren der so gefiarbten Wollen mit 





5°/o der Wolle an Kaliumbichromat und der dquivalenten Menge 
Schwefelséure ergab wohl etwas tiefere Tine von goldocker 
bis griinoliver Farbe. Immerhin waren die Fiirbungen trotz der 
Nachbehandlung noch recht helle. Ammoniak zog bei den 
nicht-nachchromierten Wollen nur duberst wenig Substanz ab. 
Es ist demnach wahrscheinlich, daf von den Dioxynaphthalinen 
nur sehr geringe Mengen auf der Faser zuriickgehalten werden. 

Alle untersuchten Nitrophenole gehen also auf die Faser 
auf und zwar mit Zunahme der Nitrogruppen, also mit Zu- 
nahme der sauren Eigenschaften immer stiirker. Alle diese 
Farbungen lassen sich durch schwache alkalische Mittel wieder 
entfernen. Typische Reaktionen (z. B. die Eisenchloridreaktion 
des m- und p-Nitrophenols) bleiben bei den aufgefirbten Nitro- 
phenolen bisweilen aus. 


Phenolearbonsduren. 


Salicylséiure. Die mit dieser Siure behandelte Wolle 
war farblos und gab keine Eisenchloridreaktion, waéhrend die 
Flotte diese Reaktion sehr kraftig zeigte. Wurde die Wolle 
mit verdiinntem Ammoniak behandelt, die Fliissigkeit dann 
schwach angesiiuert, mit Ather ausgeschiittelt und der nach 
dem Verdunsten des Lésungsmittels erhaltene Riickstand mit 
Wasser und Eisenchlorid versetzt, so trat kraftige Violettfirbung 
ein. Somit war trotz der negativen Eisenchloridreaktion auf 
der Wolle Salicylsiure befestigt worden. 
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Nitrosalicylsaure. Diese Séure gibt mit Eisenchlorid 
eine tiefblutrote Reaktion. Die mit der Saure gefirbte Wolle 
war schén gelb. Die Farbe war aber nicht ganz wasserecht. 
Eisenchlorid gibt mit der Faser keine Reaktion; laBt man aber 
die Probe liingere Zeit stehen, so tritt die blutrote Farbung 
in der Fliissigkeit auf, wahrend die Faser entfarbt wird. 

Gallussiéure. Die Flotte gibt mit Eisenchlorid kraftige 
Reaktion, die behandelte Wolle indes nicht. Verdiinnte Eisen- 
vitriolldsung fiarbt aber die Wolle deutlich violettgrau. Ebenso 
tritt beim UbergieBen der Wolle mit verdiinntem Ammoniak 
von der Oberfliche der Fliissigkeit her eine tief orangebraune 
Firbung auf, 

Tannin. Hier sind die Ergebnisse genau die gleichen wie 
bei Gallussaure. 

Die Phenolearbonsiiuren werden also von Schafwolle unter 
den angegebenen Bedingungen festgehalten. Ihre charakteri- 
stische Eisenchloridreaktion tritt aber auf der Faser nicht ein, 
auch nicht mit Ferriacetat, wie ich mich tiberzeugen konnte. 
Gegeniiber den Phenolen, welche an und fiir sich kaum von 
der Wolle wasserecht gefesselt werden, kommt also bei den 
Phenolearbonsiiuren die Carboxylgruppe als bindende Gruppe 
in Betracht. Da jedoch die Eisenchloridreaktion von den freien 
Phenolhydroxylgruppen abhangt, so mu8 man annehmen, dab 
auch diese in den Phenolearbonsiéuren an der Bindung mit den 
Wollbestandteilen teilnehmen. Alle diese Phenolcarbonséuren 
sind leicht mit schwach alkalischen Mitteln wieder von der 
Wolle ablésbar. 

Gieradeso wie die anorganischen Siéuren werden auch die 
organischen Siéuren von der Wolle in Form von Salzen oder 
Komplexsalzen, bestehend aus der Séiure und der Wolle als 
Base, festgehalten. Durch staérkere Basen werden indes diese 
Salze wieder zerlegt, d. h. es wird die Séure von der Wolle 
durch die starkere Base abgezogen. Es sind also reversible Ver- 
bindungen. Denkt man sich nun im Molekil der Saure eine 
chromophore Gruppe, so miiften alle Farbungen der Wolle mit 
Farbstoffen, die nur Carboxylgruppen oder auch Phenolhydroxyl- 
gruppen enthalten, reversible Farbungen geben. Bei den Nitro- 
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phenolen oder der Nitrosalicylsdéure trifft dies zu, bei vielen 
anderen Farbstoffen indes nicht. Es kann also die Salzbildung 
zwischen Wolle und Farbstoff nicht die alleinige Ursache der 
Haftechtheit der Farbung sein. Allerdings wird die gréBere oder 
geringere Loslichkeit eines solechen Salzes eine gewisse Rolle 
spielen, welche Eigenschaft wohl auch von der MolekulargréBbe 
und Beschaffenheit des Farbstoffes abhiingig sein wird. Indessen 
wird eine nur auf der Bildung eines Salzes beruhende Fiirbung 
stets reversibel sein miissen. Gestiitzt wird diese Anschauung 
durch die Tatsache, dab mit Zunahme der Sulfoxylgruppen im 
Molekiil eines Farbstoffes wohl die Haftfestigkeit gegen Wasser 
bei den Fiarbungen zunimmt, dah aber die Reversibilitaét der 
Firbung mit schwach alkalischen Mitteln ebenfalls rapid zu- 
nimmt. Im selben MaBe, in dem also die Firbung mehr und 
mehr einer Salzbildung nahekommt, im selben Mabe steigt auch 
die Reversibilitéit der Farbung, die Unechtheit gegen schwach 
alkalische Mittel. 

Eine so wichtige Rolle demnach die Salzbildung beim 
Farben der Schafwolle auch spielt, allein ist sie nicht die Ur- 
sache der Echtheit der Firbung; es muf noch ein weiteres 
wichtiges Moment hinzukommen, um eine echte Fiarbung, die 
nicht reversibel ist, zu erhalten. 


III. Das Verhalten der animalischen Fasern gegen Chinone. 


Im Jahre 1908 machte ich die Beobachtung, da Gloria- 
stoff (Wolle und Seide) durch Chinone in wisseriger LOsung 
intensiv angefarbt wird. Diese gelegentliche Beobachtung deutete 
ich damals in der Weise, daf durch die basischen Bestandteile 
der Wolle eine Farbung der Chinonlésung unter Mitwirkung des 
Luftsauerstoffes eintritt und der gebildete Farbkérper dann die 
Wolle anfiirbt. 

Mittlerweile ist indes eine Arbeit von E. Fischer und 
Hans Schrader?) iiber die Einwirkung von Chinon auf Amino- 
siiureester erschienen und hat sich W. Siegmund?) mit der 
Einwirkung von a-Aminosdéuren auf Chinone auch in wiisseriger 


') Ber., Bd. 43, I, 5. 525 (1910). 
2) Journ. f. pr. Chem., Bd. 82, S. 409 (1910 
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Fliissigkeit beschaftigt. Als Ergebnis dieser Arbeiten ist die 
leichte Bildung von dem Dianilidonchinon analogen Substanzen 
neben komplizierteren Koérpern festgestellt worden. 

Ich habe mich nun davon tiberzeugt, daB nicht nur saémt- 
liche mir zur Verfiigung stehenden a-Aminosduren, namlich 
Glykokoll, Alanin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, 
Histidin und Arginin, Asparaginséure und Glutaminsaure mit 
wiisserigen Chinonldsungen, langsam schon in der Kalte, rasch 
beim Erwiarmen intensiv rotbraun bis gelbbraun gefarbte Losungen 
geben bezw. schwer- oder unlosliche gefarbte Kérper ergeben, 
sondern daB diese Reaktion sich auch auf alle im wesentlichen 
durch Wasserabspaltung aus Aminoséuren entstandenen Sub- 
stanzen, wie Glycylglycin, Glycinanhydrid, Pepton, Albumosen, 
Eiweifkérper tiberhaupt ohne weiteres tibertragen laft. Ander- 
seits ist diese Reaktion nicht auf das Chinon beschrankt, denn 
auch Chinhydron, Chinonchlorimid, Chinonmonoxim (Nitroso- 
phenol), Toluchinon, a!-a?-Naphthochinon, Nitrosonaphthole, Di- 
nitrosoresorcin, geben mit den Aminosduren oder Eiweifikérpern 
in wiasseriger Fliissigkeit intensive, meist braune Farbungen. Allen 
diesen Farbungen liegt also die Bildung von den Anilidochinonen 
analogen KOrpern zugrunde, es sind rein chemische Farbungen. 

Nach diesen Befunden und ihrer rein wissenschaftlichen 
Begriindung kann es wohl kaum einem Zweifel unterliegen, daf 
die Farbungen des Gloriastoffes durch Chinone ebenfalls auf 
der Bildung von dem Anilidochinon ahnlichen Korpern, aus der 
animalischen Faser und dem Chinon entstanden, beruhen. 

Es schien mir nun von Interesse, diese Farbung von Wolle 
in Gegenwart von Séuren vorzunehmen. Ich wihlte einerseits 
Essigsiiure, anderseits Schwefelsaéure zu diesen Versuchen. Es 
ergab sich, daf in beiden Fallen die Farbung entstand, nur mit 
dem Unterschiede, daB die in Gegenwart von Schwefelsiure 
erzeugten Farbungen viel heller ausfielen, als jene mit Essigsaure. 

Je 5 g Wolle oder Seide wurden mit 200 ccm destilliertem 
Wasser und 0,5 ccm einer 50°/oigen Essigséure oder 2 ccm 
10°/oiger Schwefelsiure und 0,1 g des Chinons 1 Stunde lang 
auf 98—100° C. erhitzt. Die Flotten blieben sauer und waren 
vollstiindig entfirbt. Die intensiv gefarbten Fasern wurden 
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griindlich mit Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet. 
Die erzielten Farbungen sind relativ sehr haltbar, sie bluten 
nur in schwach alkalischem Wasser auf weife Ware etwas aus. 

Der mit gewOhnlichem Chinon ausgefiihrte Versuch ergab 
eine Flotte, in welcher sich mit Sicherheit Hydrochinon nach- 
weisen lief. 

Steigende Mengen von Chinon ergeben steigende Inten- 
sitit der Farbung. Die Wollfarbungen sind unverhiltnismabig 
intensiver als die Seidenfairbungen. 

Es sind dies also Farbungen, bei welchen weder auxo- 
chrome noch salzbildende Gruppen mithelfen und welche durch 
Chinonanilidbildung entstehen. 

Alle verwendeten Chinone oder Chinonabkémmlinge waren 
p-Chinone oder Derivate von diesen oder von o-Chinonen. 

Es war nun von besonderem Interesse, die Beobachtung 
zu machen, daf Xylochinon (CH, : CH,:0:0 = 1:4: 2: 5) 
und Thymochinon (C,H, : CH,:0: 0=1:4: 2:5) sowie Anthra- 
chinon und Phenanthrenchinon nur auferst schwache oder gar 
keine Farbungen auf Wolle hervorriefen. Fiir die zwei letzteren 
Chinone war die Erklarung sofort in der Tatsache zu finden, 
daf diese Kérper im Chinonkerne keine disponiblen Wasser- 
stoffatome besitzen, demnach mit Basen keine chinonanilid- 
ihnlichen Korper zu bilden imstande sind. Das erwiihnte Xylo- 
chinon und das Thymochinon enthalten noch solchen disponiblen 
Wasserstoff im Kerne, doch war es nicht ausgeschlossen, dab 
die ebenfalls im Kerne befindlichen Alkylgruppen die Bildung 
von Anilidochinonen verhindern. Ich stellte mir deshalb noch 
andere Xylochinone her und zwar das Xylochinon 

(CH, : CH, : O: Gas FP: Bs FS: 6), 
welches dem a-Naphthochinon analog zusammengesetzt ist: 
O O 
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und das Xylochinon (CH, : CH,:0:0=1:3:2: 5) 
Q 
HC’ NCH 


cH’ NZ Noa, 
| 
O 

Von ersterem setzte ich voraus, daf es infolge der ana- 
logen Konstitution mit dem a-Naphthochinon Wolle unter den 
angefiihrten Verhiltnissen anfarben wiirde. Diese Voraussetzung 
wurde auch vollkommen bestiitigt, indem dieses Chinon die 
Wolle recht lebhaft rotbraun anfarbte. 

Fiir das zweite Xylochinon erschien es mir zunichst 
zweifelhaft, ob es mit Wolle unter den bekannten Verhilt- 
nissen eine Farbe liefert. Der in gleicher Weise, wie friiher 
angegeben, ausgefiihrte Farbeversuch mit diesem in schénen, 
gelben Nadeln vorliegenden Xylochinon(CH,: CH, :0:0=1:3:2:5) 
ergab aber eine ganz schwach chamoisgefiirbte Wolle, also ein 
negatives Resultat. 

Es fiirben demnach die Wolle in schwach essigsaurem Bade: 


an: nicht an: 
Chinon Tetrachlorchinon 
Toluchinon | Sidi ws oe, : 0 :O . 
Xylochinon (CH, : CH, : O : O ~) ; 1: 4 :2:5 
1:23 a8 —? CH, : CH,: 0: 0 = 
Xylochinon ( oo. eae ) 


Naphthochinon 1.4. 


Chinonchlorimid Thymochinon 
Nitrosophenol Phenanthrenchinon 
Anthrochinon 


Dinitrosoresorcin 

a-Nitroso-p-naphthol 

8-Nitroso-a-naphthol 
Alle anfiirbenden Para-chinone besitzen noch die unver- 


iinderte Gruppe — CO — CH = CH — CO —, wiihrend die nicht 
anfiirbenden diese unverinderte Gruppe nicht mehr enthalten. 

Da nun, wie gezeigt wurde, Phenolhydroxylgruppen die 
Haftfestigkeit von Kernen auf der Wollfaser, wenn iiberhaupt, 
so doch nur in héchst untergeordneter Weise bedingen, und 
anderseits p-Chinone mit der Wollfaser nur dann chinonanilid- 
artige Verbindungen eingehen, wenn sie zwischen den Keton- 
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gruppen noch eine unsubstituierte Gruppe — CH = CH — be- 
sitzen, so erschien es von Interesse, einseitig oder beiderseitig 
durch auxochrome Gruppen substituierte p-Chinone beziiglich 
ihres Verhaltens zur Wollfaser zu priifen. 

Ein diesen Bedingungen entsprechender Korper ist das 
Naphthazarin, ein Dioxy-a-naphthochinon, 


OH 0 
| I 
HO—/ \/ NCH 


FF as 
j 

Derselbe lag mir in einem Praparat der badischen Anilin- 
und Sodafabrik in grofer Reinheit und schén krystallisiert vor. 
Er wurde fein gepulvert und dann in gleicher Art, wie friiher 
angegeben, zum Firben in schwach essigsaurem Bade ver- 
wendet. Es resultierte eine tief violettbraune Firbung von 
groBer Bestindigkeit. Wahrend das Naphthazarin sich in ver- 
diinntem Ammoniak sofort mit blauer, spéter rotviolett werdender 
Farbe auflost, war die mit Naphthazarin erhaltene Wollfairbung 
vollkommen bestindig, selbst gegentiber konzentrierterer Am- 
moniakfliissigkeit. Hier ist also wohl auch die Bildung eines 
chinonanilidartigen K6rpers eingetreten. 

Man ist ja, wie bekannt, auch geneigt, den Azofarbstoffen 
eine chinonartige Struktur zuzuschreiben, z. B. 

C,H, -NH—N=C,H,O und C,H, —NH—N-==C,H,=NH 

Insbesondere werden die zum Farben wertvolleren o-Oxy- 
und o-Aminofarbstoffe als Chinone bezw. als Derivate des o- 
Chinonimids und des o-Chinondiimids aufgefafbt. Auch bei diesen 
Farbstoffen erscheint es nicht ausgeschlossen, daf sie bei Gehalt 
von mindestens einer — CO — CH = CH — CO-Gruppe mit 
Wolle chinonanilidartige Verbindungen liefern kinnten. Leider 
stehen einfache derartige Farbstoffe nur in sehr geringer Zahl 
zur Verfiigung, denn die meisten Azofarbstoffe des Handels 
sind gleichzeitig Sulfoséuren, einzelne auch Carbonsauren. 

Das Sudanbraun ist ein entsprechender p-Oxyazofarbstoff, 
das Sudan Ill ein o-Oxyazofarbstoff: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 21 
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Beide Farbstoffe farben Wolle in schwach essigsaurer 
Flotte trotz ihrer Schwerldslichkeit in Wasser gleichmabig 
kraftig an, ersterer braunorange, letzterer rotorange. Die Far- 
bungen werden durch verdiinntes Ammoniak weder verindert 
noch von der Faser abgezogen. p-Oxyazobenzol firbt Wolle 
schon, aber nicht wasser- oder ammoniakbestindig an (ebenso 
sind die Faérbungen von Aurin auf Wolle unbestindig). 

Es ist noch zu bemerken, daf die Nitrosonaphthole und 
das Dinitrosoresorcin ohne Zuhilfenahme von metallischen Beizen 
sehr sch6ne und intensive braune Firbungen auf Wolle ergeben. 
Diese K6rper reihen sich demnach als Chinonoxime dem Nitro- 
sophenol (Chinonmonoxim) vollstandig an und geben mit Wolle 
chinonanilidartige Verbindungen. 

Man fafit ja heute alle Farbstoffe als chinonartige Korper 
auf, weshalb es naheliegend ware, die mit Farbstoffen erzielten 
Fiirbungen auf Wolle unter Beziehung auf die eben mitgeteilten 
Resultate dieser Arbeit in einheitlicher Weise entstanden an- 
zusehen. Es wiire aber meiner Ansicht nach falsch oder min- 
destens verfriiht, dies zu tun. Wenn auch hier nachgewiesen 
wurde, da fiir viele Farbstoffe die Bildung von chinonanilid- 
artigen Verbindungen mit Wolle zutreffend erscheinen mag, 
so ist anderseits das eine Resultat dieser Arbeit entgegenzu- 
halten, daB das Zustandekommen solcher chinonanilidartiger 
Verbindungen abhiangig ist von der Bedingung, dali die Wasser- 
stoffatome in bestimmter Stellung in den Chinonen nicht sub- 
stituiert sein dirfen. Auferdem ist zu bedenken, dai mit 
Zunahme der sauren Gruppen die Salzbildung als Ursache der 
Karbung immer mehr in den Vordergrund tritt, und endlich, 
dai auch die mit der Molekulargréfe und dem Mangel von 
Sulfogruppen zunehmende Schwerloéslichkeit der Farbstoffe eine 
Rolle spielen muf. 
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Zum Schlusse sei bemerkt, daB ich Eieralbumin, Blut- 
albumin, Casein, Fibrin, Elastin, Spongin, Wolle, Seide, Sericoin, 
Lanuginsaure, Wittes Pepton, Pepsin und Gelatine mit Chinonen 
in wdsseriger Flissigkeit erwairmt habe und dal ich in gleicher 
Weise, wie schon friiher erwahnt, auch die mir zugiinglichen 
a-Aminosaéuren gepriift habe. Hierbei fiel mir auf, daB einzelne 
Eiweifkorper und auch einzelne Aminosauren viel stirkere 
Farbungen in gleicher Zeit und unter sonst gleichen Bedingungen 
geben als andere. Ob diese Gradation der Fiarbung eine fiir 
einzelne Korper spezifische ist, muf ich berufeneren Kollegen 
zur Entscheidung tberlassen. Jedenfalls wird Seide nicht so 
kraftig durch Chinone angefirbt wie Wolle. 
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Chemische Untersuchungen von verkalkten Aorten. 


II. Mitteilung. 
Von 
Assistent Ph. Mg. F. Ameseder. 





(Aus dem k. k, deutschen medizinisch-chemischen Universitats-Institute zu Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1913.) 


In der Fortsetzung friiherer Untersuchungen!) habe ich 
eine Reihe von Analysen stark verkalkter Aorten ausgefiihrt, 
welche im folgenden mitgeteilt werden sollen, ohne weitere 
Schlubfolgerungen; vielleicht sind solche durch die Analysen 
den pathologischen Anatomen médglich. 

Das Untersuchungsmaterial verdanke ich der Liebenswirdig- 
keit des Vorstandes des hiesigen deutschen pathologisch-ana- 
tomischen Instituts, Herrn Professor Dr. A. Ghon. 


Untersuchungsgang: 


Die Aorten wurden, wie seinerzeit beschrieben, kurz mit 
0,1°/oiger Sodalésung maceriert, bis sich Blutreste und das 
anhaftende Gewebe leicht entfernen liefen, nach deren Ent- 
fernung wurden sie wiederholt mit Wasser gewaschen, bis 
letzteres keine Spur einer alkalischen Reaktion zeigte, dann 
auf dem Wasserbade, schlieBlich bei 110° getrocknet, hierauf 
moglichst fein zerkleinert, zum konstanten Gewicht bei 110° 
getrocknet und gewogen. 

Das getrocknete Material wurde wiederholt mit reinem 
Ather bei Zimmertemperatur, bis der Ather nichts mehr auf- 
nahm, extrahiert. Die Atherextrakte wurden filtriert. Zur Be- 
seitigung des feinverteilten Calciumphosphates, welches selbst 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 451—465. 
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bei mehrmaligem Filtrieren durch dichtes Filtrierpapier nicht 
vollig zu entfernen war, wurden die atherischen Filtrate ver- 
dunstet; durch neuerliches Aufnehmen mit Ather lieB sich jetzt 
ein klares Filtrat erzielen. 

Der Atherriickstand wurde als Fett in Rechnung gestellt; 
die Untersuchung von Proben desselben ergab, dafi anorga- 
nische Substanzen darin nicht enthalten waren und auch, dab 
organisch gebundener Schwefel fehlte. 

Die gewogenen Atherriickstiinde wurden nach Kumagawa 
Suto verseift. Der in der tiblichen Weise mit Petroliither 
extrahierte unverseifbare Anteil wurde nach Vertreibung des 
Petrolathers nochmals verseift und diese Verseifung noch ein 
drittes Mal wiederholt. Bei dieser 2. und 3. Verseifung wurden 
noch ca. 9°/o vom Athérriickstand an freien Fettsiiuren ge- 
wonnen. 

Die Gesamtmenge der Fettsiiuren betrug ca. 30°/o des 
Atherriickstandes. 

Aus dem in Ather unléslichem Riiekstande wurde die an 
Kationen gebundene Kohlensiiure durch 15°/oige Essigsiiure in 
der Wirme freigemacht, an Natronkalk gebunden und gewogen. 
Zwischen dem Kolben, in welchem die Kohlensiiure sich ent- 
wickelte, und den Absorptionsapparaten fiir Wasserdampf und 
Kohlenséure befand sich ein langer Liebigscher Kiihler. Durch 
Vorversuche konnte ein etwaiger Fehler durch iibergegangene 
Essigsiiure ') ausgeschlossen werden. Da iibrigens die erhaltenen 
absoluten Werte fiir Kohlensiéure gering waren und die Gegen- 
wart von Carbonaten schon friiher erwiesen worden war, wiire 
selbst ein kleiner Fehler hier nicht von entscheidender Be- 
deutung. 

Essigsiure wurde zur AufschlieBung gewiahlt, weil bei 
der folgenden Bestimmung des Elastins in demselben Materiale 
eine selbst durch verdiinnte Salzséure in der Warme wahr- 
scheinlich eintretende Verdanderung desselben nicht gleichgiiltig 
sein konnte. Der nach der Entfernung der Kohlensiiure ver- 
bliebene Riickstand wurde mit Wasser und dann in der Kilte 


') Vgl. Landolt-Bérnstein-Meyerhoffer, Tabellen, S.170, iber 
die Totaltension 18,2°/oiger Essigsiure bei 16,65° und bei 49,85°. 
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mit 5°/oiger Salzsiuren extrahiert. Samtliche wisserigen Lé- 
sungen und der unlésliche Riickstand wurden nun wiederum 
mit Ather bei Zimmertemperatur ausgezogen. Die Atherextrakte 
muften die aus unldslichen Seifen freigemachten Fettsauren 
enthalten. Die vom Ather befreiten wiasserigen Lésungen 
wurden auf anorganische Bestandteile untersucht. 

Das nach diesen Behandlungen zuriickgebliebene noch 
unreine Elastin wurde nach dem Verfahren von Richards 
und Gies!) sechsmal durch je 24 Stunden mit halbgesattigtem 
Kalkwasser digeriert. Um bei diesem Auswaschen keine Ver- 
luste zu erleiden, benutzte ich eine von Herrn Doc. Dr. 
F. Lippich?) mit Erfolg verwendete Einrichtung, namlich einen 
weithalsigen Kolben, welcher in etwa 2/s der Hohe des Kolben- 
bauches einen kleinen Tubus tragt. Dieser Tubus wird wahrend 
des Abkolierens mit feinmaschiger Miillergaze tiberbunden, 
durch welche alle gréferen Partikel zuriickgehalten werden. 

Wiihrend des im Verlaufe der Bestimmung Ofters wieder- 
kehrenden Kochens am RiickfluBkiihler verschliefht ein Kork- 
stOpsel den Tubus. 

Nach der Behandlung mit Kalkwasser wurde mit reinem 
Wasser anhaltend bis zum Verschwinden der Kalkreaktion ge- 
waschen, mit Wasser vOllig ausgekocht, schlieBlich wurde 
einige Stunden mit 5°/oiger kalter Salzsaéure digeriert, chlor- 
frei gewaschen, der Riickstand mit Alkohol und mit Ather 
ausgekocht, getrocknet und gewogen. Wihrend aller ausge- 
fiihrten Prozeduren verbleibt die Substanz in demselben oben 
beschriebenen tubulierten Kolben, wodurch die Moglichkeit einer 
annahernd quantitativen Bestimmung gegeben ist. 

In einem Falle (Nr. VII) wurde noch die Bestimmung 
der Chondroitinschwefelséure nach Morner?) ausgefihrt. 

Nr. I. Aorta einer 72jahrigen Frau: Gangraena pedis; Arterio- 
sklerose. 

Verwendetes bei 110° getrocknetes Aortentrockenmaterial : 11,995 g. 
Dieses gab 0,9116 g Atherriickstand; von diesem wurden nach Kuma- 

') Amer. Journ. of Physiol., Bd. 7, 5. 93 (1902). 

*) Vgl. A. Selig, Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 454 (1911). 

’) Diese Zeitschrift, Bd. 20, S. 357 (1895). 
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gawa Suto 0.2945 g verseift; es hinterblieb 0,1912 g Unverseifbares, 
vorwiegend aus Cholesterinen bestehend. 

Gemaf der oben beschriebenen Versuchsanordnung wurden beim 
Kochen mit Essigsaure 0,0407 g CO, erhalten. 

Der nach dem Austreiben der CO, ungelist gebliebene Riickstand 
wurde, wie beschrieben, mit 15°/oiger HCl erschépft. Das Ausschiitteln 
der vereinigten salzsauren und essigsauren Ausziige mit Ather ergab 
0,0332 g Fettsiuren aus Seifen. Nach dem Ausschiitteln wurde zur 
Trockene verdampft; es hinterblieb ein Riickstand von 3,8913 g, aus 
welchem 1.5288 g Asche erhalten wurden. 

Diese Asche wurde in verdinnter Salzsiiure gelist, die Lésung auf 
ein bestimmtes Volumen gestellt und '/1s derselben zu den Bestimmungen 
auf Ca, Mg und P,O, verwendet. 

Ca und Mg wurden in einer Portion in der iiblichen Weise be- 
stimmt, P,O; nach Woy als Molybdat gewogen. Es wurden im Mittel er- 
halten: 0,01780 g CaO, 0,0306 g Mg,P,0, und 0,2914 g (NH,),PO, - 12 MoO,. 

Der nach der Behandlung mit Essigséiure und Salzsiiure verbliebene 
Riickstand wurde in der beschriebenen Weise auf Elastin verarbeitet. Es 
wurden 0,9645 ¢ reines Elastin erhalten. 

Nr. If. Aorta eines 74jihrigen Mannes: Carcinoma recti. 

Verwendetes bei 110° getrocknetes Aortentrockenmaterial : 10,941 g. 
Dieses gab 1,03414 g Atherriickstand; von diesem wurden nach Kuma- 
gawa Suto 0,3683 ¢ verseift; es hinterblieb 0,2682 g Unverseifbares, 
vorwiegend aus Cholesterinen bestehend. Gemif der oben beschriebenen 
Versuchsanordnung wurden beim Kochen mit Essigsiéure 0,0999 g CO, 
erhalten. Der nach dem Austreiben der CO, ungelést gebliebene Riick- 
stand wurde, wie beschrieben, mit 15°%/viger Salzsiure erschépft. Das 
Ausschiitteln der vereinigten salzsauren und essigsauren Ausziige mit 
Ather ergab 0,2689 g¢ Fettsaiuren aus Seifen. 

Nach dem Ausschiitteln wurde zur Trockene verdampft; es hinter- 
blieb ein Riickstand von 4,1313 g, aus welchem 1,4427 g Asche erhalten 
wurden. 

Diese Asche wurde in verdiinnter Salzséure geldst, die Lisung 
auf ein bestimmtes Volumen gestellt und ‘'/1s derselben zu den Bestim- 
mungen auf Ca, Mg und P,O, verwendet. Ca und Mg wurden in einer 
Portion in der iiblichen Weise bestimmt, P,O, nach Woy als Molybdat 
gewogen. Es wurden erhalten im Mittel: 0,0346 g CaO, 0,0499 g Mg,P,0, 
und 0,4645 g (NH,),POQ, - 12 MoO,. 

Der nach der Behandlung mit Essigsdéure und Salzsdure verbliebene 
Riickstand wurde in der beschriebenen Weise auf Elastin verarbeitet und 
wurden so 0,8479 g reines Elastin erhalten. 


Nr. Ill. Aorta eines 52jahrigen Mannes: Carbunculus. 
Verwendetes bei 110° getrocknetes Aortenmaterial: 10,304 g. Dieses 
gab 1,4975 g Atherriickstand; von diesem wurden nach Kumagawa 
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Suto 0,3812 g verseift; es hinterblieb 0,2668 g Unverseifbares, vor- 
wiegend aus Cholesterinen bestehend. Gemiaf der oben beschriebenen Ver- 
suchsanordnung wurden beim Kochen mit Essigsaure 0,0258 g CO, erhalten, 

Der nach dem Austreiben der CO, ungeliést gebliebene Riickstand 
wurde, wie beschrieben, mit 15°/oiger HCl erschépft. Das Ausschiitteln 
der vereinigten salzsauren und essigsauren Ausziige mit Ather ergab 
0.1549 g Fettsiuren aus Seifen. Nach dem Ausschiitteln wurde zur 
Trockene verdampft; es hinterblieb ein Riickstand von 3,0657 g, aus 
welchem 0,33579 g Asche erhalten wurden. 

Diese Asche wurde in verdiinnter Salzsiéure gelist, die Lésung 
auf bestimmtes Volumen gestellt und ‘'/:1s derselben zu den Bestimmungen 
auf Ca, Mg und P,O, verwendet. Ca und Mg wurden in einer Portion 
in der iiblichen Weise bestimmt, P,Q; nach Woy als Molybdat gewogen. 
Es wurden erhalten im Mittel: 0,0057 g CaO, 0,0129 g Mg,P,0, und 
0,6429 g (NH,),PO, - 12 MoOg. 

Der Riickstand, der nach der Behandlung mit Essigsaéure und Salz- 
siure verblieb, wurde in der beschriebenen Weise auf Elastin verarbeitet. 
Es wurden 1,1468 g reines Elastin erhalten. 

Nr. lV. Aorta eines 72jaihrigen Mannes: Endarteriitis chron. deform. 
Cirrhosis hepatis. 

Verwendetes bei 110° getrocknetes Aortenmaterial betrug 16,268 g. 
Dieses gab 2,0637 g Atherriickstand, von diesem wurden nach Kuma- 
gawa Suto 0,4710 g verseift; es hinterblieb 0,3537 g Unverseifbares, 
vorwiegend aus Cholesterinen bestehend. Gemaf der oben beschriebenen 
Versuchsanordnung wurden beim Kochen mit Essigsaure 0,0987 g CO, 
erhalten. 

Der nach dem Austreiben der CO, ungelist gebliebene Riickstand 
wurde, wie beschrieben, mit 15°/oiger Salzséure erschépft. Das Aus- 
schiitteln der vereinigten salzsauren und essigsauren Ausziige mit Ather 
ergab 0,2461 g Fettséuren aus Seifen. 

Nach dem Ausschiitteln wurde zur Trockene verdampft; es hinter- 
blieb ein Riickstand von 4,1274 g, aus welchem 1,6230 g Asche erhalten 
wurden. 

Diese Asche wurde in verdiinnter Salzsiure gelést, die Lésung 
auf ein bestimmtes Volumen gestellt und ‘'/1s derselben zu den Bestim- 
mungen auf Ca, Mg und P,O, verwendet. Ca und Mg wurden in einer 
Portion in der tiblichen Weise bestimmt, P,O, nach Woy als Molybdat 
gewogen. Es wurden im Mittel erhalten: 0,0459 g CaO und 0,0622 g 
Mg,P,0,, sowie 0,8664 g (NH,),PO, - 12 MoO. 

Der nach der Behandlung mit Essig- und Salzséure verbliebene 
Riickstand wurde in der beschriebenen Weise auf Elastin verarbeitet. 
Es wurden 1,6009 g reines Elastin erhalten. 

Nr. V. Aorta einer 52jahrigen Frau: Insufficientia valvulae aortae. 
Arteriosclerosis, Arthritis. 
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Das verwendete bei 110° getrocknete Aortenmaterial betrug 21,571 g. 
Dieses gab 2,8686 g Atherriickstand, von diesem wurden 0,3514 g nach 
Kumagawa Suto verseift und hinterblieb 0,2577 g Unverseifbares, vor- 
wiegend aus Cholesterinen bestehend. 

Gem4fs der oben beschriebenen Versuchsanordnung wurden beim 
Kochen mit Essigséure 0,0450 g CO, erhalten. Der nach dem Austreiben 
der CO, ungelést gebliebene Riickstand wurde, wie beschrieben, mit 
15°/oiger Salzsaéure erschép{t. Das Ausschiitteln der vereinigten salzsauren 
und essigsauren Ausziige mit Ather ergab 0,0245 g Fettsduren aus Seifen. 

Nach dem Ausschiitteln wurde zur Trockene verdampft; es hinter- 
blieb ein Riickstand von 5,3457 g, aus welchem 1,0326 Asche erhalten 
wurden. 

Diese Asche wurde in verdiinnter Salzsiure gelist, die Lésung 
auf ein bestimmtes Volumen gestellt und ‘/1s derselben zu den Bestim- 
mungen auf Ca, Mg und P,O, verwendet. Ca und Mg wurden in einer 
Portion in der iiblichen Weise bestimmt, P,O, nach Woy als Molybdat 
gewogen. Es wurden im Mittel erhalten: 0,0289 g CaO, 0,0362 g Mg,P,O, 
und 0,5824 g (NH,),PO, - 12 MoO. 

Der nach der Behandlung mit Essigséure und Salzsiure verbliebene 
Riickstand wurde in der beschriebenen Weise auf Elastin verarbeitet. Es 
wurden 2,2976 g reines Elastin erhalten. 

Nr. VI. Aorta einer 63jaéhrigen Frau: Arteriosclerosis. 

Verwendetes bei 110° getrocknetes Aortenmaterial betrug 24,883 g. 
Dieses gab 2,5043 g Atherriickstand; von diesem wurden nach Kuma- 
gawa Suto 0,3133 g verseift und hinterblieb 0,2378 g Unverseifbares, 
vorwiegend aus Cholesterinen bestehend. Gemafs der eingangs beschrie- 
benen Versuchsanordnung wurden beim Kochen mit Essigsaure 0,1193 g CO, 
erhalten. 

Der nach dem Austreiben der CO, ungelést gebliebene Riickstand 
wurde, wie beschrieben, mit 15°/oiger Salzsiure erschdpft. Das Aus- 
schiitteln der vereinigten salzsauren und essigsauren Ausziige mit Ather 
ergab 0,0897 g Fettsiuren aus Seifen. 

Nach dem Ausschiitteln wurde zur Trockene verdampft; es hinter- 
blieb ein Riickstand von 7,4065 g, aus welchem 2,2354 g Asche erhalten 
wurden. 

Diese Asche wurde in verdiinnter Salzsiure gelést, die Lisung 
auf ein bestimmtes Volumen gestellt und ‘/is derselben zu den Bestim- 
mungen auf Ca, Mg und P,P, verwendet. Ca und Mg warden in einer 
Portion in der tiblichen Weise bestimmt, P,O, nach Woy als Molybdat 
gewogen. Es wurden im Mittel erhalten: 0,0607 g CaO, 0,088 g Mg,P,0, 
und 1,1180 g (NH,),PO, - 12 MoO,. 

Der nach der Behandlung mit Essigséure und Salzsiure verbliebene 
Riickstand wurde in der beschriebenen Weise auf Elastin verarbeitet. 
Es wurden 2,9480 g reines Elastin erhalten. 
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Nr. Vil. Aorta eines 43jahrigen Mannes: Paralysis progressiva, 
Atrophia cerebri. 

Verwendetes bei 110° getrocknetes Aortenmaterial: 9,4967 g. Dieses 
gab 1,3101 g Atherriickstand, von diesem wurde nach Kumagawa Suto 
0.3201 ¢ verseift; es hinterblieb 0,2104 g Unverseifbares, vorwiegend 
aus Cholesterinen bestehend. 

Gemiif$§ der oben beschriebenen Versuchsanordnung wurden beim 
Kochen mit Essigsiiure 0,0168 g CO, erhalten. 

Der nach dem Austreiben der CO, ungelést gebliebene Riickstand 
wurde, wie beschrieben, mit 15°%/oiger HCl erschépft. Das Ausschiitteln 
der vereinigten salzsauren and essigsauren Ausziige mit Ather ergab 
0.0897 g Fettsiuren aus Seifen. Nach dem Ausschiitteln wurde zur 
Trockene verdampft; es hinterblieb ein Riickstand von 43,2576 g, aus 
welchem 1.3210 g Asche erhalten wurden. Diese Asche wurde in ver- 
diinnter Salzséiure gelést, die Lésung auf ein bestimmtes Volumen gestellt 
und ‘'/1s derselben zu den Bestimmungen auf Ca, Mg und P,O, verwendet. 

Ca und Mg wurden in einer Portion in der iiblichen Weise be- 
stimmt, P,O, nach Woy als Molybdat gewogen. Es wurden im Mittel 
erhalten : 0.0028 g CaO, 0,0041 g Mg,P,0, und 0,1360 g (NH,),PO, - 12 MoOg. 

Ferner wurde in 4,5680 g¢ des Aortentrockenmaterials die Chon- 
droitinschwefelsiure bestimmt und ergab 1,5897 g BaSO,, entsprechend 
0.1245 g¢ SOg. 

Zur Ubersicht seien die gefundenen Werte auf je 100 
Gewichtsteile der getrockneten Aorten bezogen in Form einer 


Tabelle zusammengefaBt. 

Es war nun von verschiedenen Gesichtspunkten aus von 
Interesse, das in oben beschriebener Weise erhaltene Elastin 
zu analysieren. 

Einmal liegt hier, wie ich glaube, zum erstenmal genau 
nach der Methode von Richards und Gies_ dargestelltes 
Aortenelastin vor, weiter war die Moéglichkeit gegeben, nach 
genau gleicher Methode erhaltenes Elastin aus normalen und 
pathologisch stark verinderten Aorten zu vergleichen; schlieB- 
lich mufte noch ein Vergleich aus dem Nackenband des Rindes 
von Wert sein, denn es liegen hier, wie ich glaube, die ersten 
wirklich vergleichbaren Werte vor, wahrend die in der Lite- 
ratur!) niedergelegten Analysen fast durchweg von Elastinen 

') Zeitschr. f. Biolog., Bd. 27, S. 374 (1890). — Amer. Journ. of 
Physiol. Bd. 7, S. 93 (1902). — Zeitschr. f. Biolog., Bd. 25, S. 368 (1889); 
Ebendas., Bd. 31, S. 413 (1894). — Diese Zeitschr., Bd. 6, S. 330 (1882); 
Ebendas., Bd. 18, S. 487 (1894); Ebendas., Bd. 25, S. 337 (1898). 
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stammen, deren Darstellung auf verschiedenen Wegen erfolgte, 
wodurch vielleicht die recht differierenden Werte insbesondere 
fiir den Schwefelgehalt ihre Erklaérung finden kénnten. 

Das nach Richards und Gies dargestellte Elastin wurde 
bei 115° getrocknet und von allen Bestimmungen wurden zwei 
Analysen ausgefiihrt. Da, wie oben erwahnt, bei den bisher 
ver6ffentlichten Analysen die Schwefelwerte im Elastin sehr 
differieren, wurden zur Vermeidung eines Schwefelséuregehaltes 
der Atmosphire diese Bestimmungen in einem Zimmer ohne 
Leuchtgas, vom tibrigen Laboratorium getrennt, am Spiritus- 
geblise vorgenommen. Um einen Verlust durch Verspritzen zu 
verhindern, wurde das Ansduern der in Wasser geldsten Soda- 
Salpeterschmelze mit HCl] in hohen, mit umgestilpten Glas- 
trichtern bedeckten Becherglasern vorgenommen. Die salzsaure 
LoOsung wurde zum Vertreiben der Salpeterséure dreimal mit 
konzentrierter HCl am mit Spiritus geheiztem Wasserbade 
abgeraucht, der Riickstand gelést, mit BaCl, gefillt, als BaSO, 
gewogen und als S berechnet. 

Bei nachstehenden Elementaranalysen wurde mit Riick- 
sicht auf die Anwesenheit von Schwefel und Stickstoff die 
Substanz mit Bleichromat verbrannt. Zur Stickstoffbestimmung 
nach Dumas wurde 50°/oige Kalilauge verwendet. 


Versuchsergebnisse: 


a) Elastin normaler Aorten des Menschen: 

0,1546 g Substanz ergaben: 0,2999 g CO,, 0,0986 g H,0; 

0,1233 g Substanz nach Dumas bei 8,30° und 748 mm Hg 
= 15,00 ccm N; nach Kjeldah1 0,1945 g Subst. 20,50 cem H,SO,; 

0,1954 g Subst. 0,0117 g BaSO, 

0,1458 g Subst. 0,0101 g BaSO, 

0,1346 g Subst. 0,0006 g Asche. 

Entsprechend : 

53,14°/o0 C, 7,17°/o H, 14,70°/o N, 0,89°/o S, 24,10%o O, 
0,45°/o Asche. 

b) Elastin verkalkter Aorten des Menschen: 

0.1527 g Subst. ergaben: 0,2932g CO,,. 0,0962 g H,0; 


a) 
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0,1281 g Subst. nach Dumas bei 7,10° und 752,1 mm 
Hg = 16,25 ccm N; nach Kjeldahl 0,2110g. 22,50cem H,SO,: 
0,3427 g Subst. 0,0267 g BaSO, 
0,2399 g Subst. 0,0199 g BaSO, 
0,1814g¢ Subst. 0,0009 g Asche. 
Entsprechend: 
52,63°/o C, 7,08°/o H, 15,20°/o N, 1,11°/o S, 23,98 °/o O, 
0,50°/o Asche. | 
Elastin aus dem Nackenband des Rindes: 
0,4242 g Subst. ergab 0,0150g BaSO, 
0,4096 g Subst. ergab 0,0162 g BaSO, 
0,3099 g Subst. ergab 0,0019 g Asche. 
Entsprechend : 
0,54°/o S, 0,60°/o Asche. 
Zur genaueren Ubersicht seien im Nachstehenden die von 
mir gefundenen Werte mit denen bisher verOffentlichter Unter- 
suchungen in einer Tabelle zusammengefabt. 








0; 
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Elastine aus) %/o C — oO | "8 Asche Autor 
| | 
normalen Aorten|-. " a | 
58,14 7,17 |14, 70 24, 10 0,89 | 0,45 | Ameseder 
des Menschen | | | | 
verkalktenAorten| 55 P 
elias | 02,63, 7,08 | 15,20 28.08 1 AL 0,50 | > 
| | | | 
ec me ee el fe 0, bt 0,60 : 
do. 5414 7,33 16,87 21,52 0 14 — | Richards u. Gies 
> 54,08 7,20 16,85 21, 570,80, — [Chittenden u.Hart 
. 153,95) 7,58 15,54, — |0,55/ 0,74 Ebbe Bergh 
| 
54,35 7,40 14,67) — 0,66) 0,51 | ‘ 
> (54,32 6,99 16,75 im? @ | 0,51 | Horbaczewski 
> 154,08) 7,00 | 16,39) —| 0 | 0,13 | > 
| 
Aorten desRindes|53,95 95] 7,03 16,67} — |0,38| 0,72! H. Schwarz 





Zum Schlusse seien der Vollstindigkeit halber noch Ana- 
lysen von normalen Kinder-Aorten angefiihrt : 

Zur Untersuchung gelangten zwei Aorten von im Alter 
von 7 und 8 Monaten an akuten Infektionskrankheiten ver- 
storbenen Kindern. 
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Das wie friiher gereinigte Material wurde bei 60° getrocknet 
und im Trockenmaterial die verschiedenen Bestandteile mittels 
derselben Untersuchungsmethoden bestimmt wie in den Aorten 
Erwachsener. 

Das Gesamttrockengewicht betrug 1,0940 g. 0,1055 g 
Subst. ergaben 0,0026 g Asche = 2,46°/o. 

Die Asche wurde in verd. HCl gelést; in der Lésung 
waren Mg und P,Q, nur in Spuren nachweisbar, es fiel also 
deren quantitative Bestimmung weg. An CaO wurden 0,0023 g 
gefunden, entsprechend 0,21°/o der Gesamttrockensubstanz. 

Zur Chondroitinschwefelséure-Bestimmung wurden 0,4727 g 
Trockensubstanz verwendet und ergaben unter denselben Kau- 
telen wie friiher 0,0013 g BaSO, = 0,0004 g SO, = entsprechend 
0,08°/o der Gesamttrockensubstanz. 

Die Extraktion von 0,4862 g der Trockensubstanz mit 
Ather ergab 0,0340 g Neutralfett, entsprechend 7,03°/o der 
Gesamttrockensubstanz. 

Fettsauren aus Seifen konnten keine nachgewiesen werden ; 
die Elastinbestimmung wurde in gleicher Weise wie friher 
ausgefiihrt und ergab aus 0,4862 g obiger Trockensubstanz 
0.0042 g reines Elastin, entsprechend 0,87°/o der Gesamt- 
trockensubstanz. 

Erwiahnenswert ware, dab bei der Behandlung des Aorten- 
trockenmaterials mit Calciumhydroxyd zur Gewinnung des 
Elastins der gréSte Teil der hiiutigen Gebilde mit einer tief 
orangeroten Farbe in Lésung ging. 
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Uber das Keratin von Schlangenhduten. (Boa constrictor und 
Python). 
Von 


Dr. Hans Buchtala. 


‘Aus dem Institute fiir medizinische Chemie der Universitat Graz, Vorstand: Hofrat 
K. B. Hofmann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1913.) 








So berechtigt die Anschauung der Entwicklungslehre ist, 
daf die verschiedenen Arten, Gattungen und Klassen der 
Pflanzen- und Tierwelt durch die aliméhliche Differenzierung 
der morphologischen Elemente zustande kommen, ebenso ist 
wohl die Annahme nicht abzuweisen, daf dies von einer ahn- 
lichen Differenzierung in den chemischen Prozessen und den 
dadurch entstandenen, die Organismen aufbauenden Stoffen 
begleitet sein mubite. 

Einer von diesem Gesichtspunkte geleiteten Forschungs- 
richtung — vergleichende Chemie der Gewebsbestandteile — 
kann die Berechtigung und das Interesse nicht abgesprochen 
werden. lhre Wege sind aber ebenso weitliufig, als sie wegen 
der Einformigkeit der Arbeit ermiidend sind. Einen kleinen 
Beitrag sollten meine bisherigen Untersuchungen tiber die 
Keratine liefern. 

Uber das Keratin der Oberhaut von Schlangen lagen 
bisher keine Untersuchungen vor. Es schien mir wiinschens- 
wert, als Erginzung der Arbeit tiber das Keratin der im 
System niachststehenden Ordnung — der Schildkréten — die 
Hydrolyse von Schlangenexuvien auszufiihren. Hierfiir diente 
die von Boa constrictor, wahrend das ungeniigende Material 
von Python bloB eine Feststellung der Stickstoffverteilung so- 
wie des Tyrosingehaltes ermdglichte. ') 





‘) Den Herren Direktoren der zoologischen Garten: Dr. Kurt Priemel 
in Frankfurt a. M., Dr. J. Vosseler in Hamburg und Dr. L. Wunderlich 
in Kéln, die durch Zusendung der Schlangenexuvien die vorliegende Arbeit 
ermoglichten, spreche ich auch an dieser Stelle den verbindlichsten Dank aus. 
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I. Boa constrictor. 


Das zu untersuchende Material wurde der Reihe nach 
mit verdiinnter Salzsiure, Alkohol und Ather zum Zweck der 
Reinigung extrahiert. Nach dem Abdestillieren des Alkohols 
und Athers verblieb eine gelblich-griine Fliissigkeit, die nach 
dem Erkalten zu einer wachsartigen Masse erstarrte, die einen 
Schmelzpunkt von 56° C. zeigte. 


Wasser- und Aschegehalt. 


0,8717 g verloren im Trockenschrank bei 105° C. 0,0618 g 
an Gewicht und hinterlieBen beim Gliihen einen Riickstand 
von 0.0175 g. Derselbe war zum Teil in Salzséure unléslich 
und bestand aufer aus Eisen, Calcium, Phosphor- und Schwefel- 
siiure der Hauptmenge nach aus Kieselséure. Diese war in 
Gestalt von kleinen Sandkérnchen ganz in die Haut einge- 
schlossen und mechanisch nicht zu beseitigen. 


Wassergehalt 7,09 9/0 
Aschegehalt 2,00°/o. 


Stickstoffverteilnng in den Schlangenhduten. 


Das Material zeigte in lufttrockenem Zustande einen 
Stickstoffgehalt von 13,80°/o. 

0,7352 g Substanz verbrauchten bei der Bestimmung 
nach Kjeldah! 37,3 cem ®/5-HCI. 

Die Ausfiihrung der Untersuchung in der bekannten Art 
ergab folgende Resultate: 


Ammoniakstickstoff 0,59 °/o 
Melaninstickstoff 0,16°/o 
Monoaminostickstoff 12,67°/ 
Diaminostickstoff 0,33 °/o. 


~ 


Auch hier treten, wie dies bei anderen Keratinen eben- 
falls gefunden wurde, die Diaminosiuren ganz in den Hinter- 
grund, so da’ auf eine Darstellung derselben nicht weiter 
eingegangen wurde. ') 


‘) Die Verteilung stimmt sehr nahe mit der bei Chelone imbricata 
(Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 214) iiberein. 
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Hydrolyse mittels Salzsiure. 


150 g der lufttrockenen Substanz wurden mit 800 cem 
konzentrierter Salzsiiure 10 Stunden lang am Riickflubkiihler 
gekocht. Am Filter blieb ein Gemenge von Sand und Melanin- 
substanzen im Gewichte von 20,8 g zuriick. Die im Vakuum 
eingedampfte Lésung wurde hierauf der Veresterung unter- 
worfen. Die gebildeten Ester wurden mit Kalilauge unter Zusatz 
von Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt und mit Ather ausge- 
schiittelt. Eine Abscheidung von Glykokollesterchlorhydrat fand 
nicht statt. Nach dem Abdestillieren des Athers verblieb ein 
Riickstand von Rohestern im Gewichte von 140 g. 

Bei der Destillation der Ester unter einem Druck von 
11 mm wurden folgende Fraktionen erhalten: 


1. Fraktion bis 80° 3D g 
2. » 100° 30 » 
3. » » 160° 20 » 
4. Riickstand 40 » 


Die einzelnen Aminoséuren wurden in der bekannten 
Art und Weise isoliert und identifiziert, wobei folgende Aus- 
beuten erzielt wurden: 

Glykokoll: 11,8 g. F. = 240°. 

Zur weiteren Identifizierung wurde auch das Glykokoll- 
esterchlorhydrat dargestellt, welches einen Schmelzpunkt von 
144° zeigte. 

Alanin: 3,ig. F. = 296°. 

10,95 mg lieferten 1,50 ccm N; p = 738 mm, t = 17° C. 

Berechnet fiir C,H,NQ,: Gefunden: 
15,74°/o N. 15,66°/o N. 
Leucin: 186g. F. = 298°. 
5,65 mg lieferten 0,54 cem N; p = 733 mm, t = 20° C. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
10,69°%/o N. 10,74°/o N. 
Phenylalanin: 4,2 g. F. = 263°. 
19,30 mg lieferten 1,50 com N; p = 735 mm, t = 20° C. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
8,49°%/o N. 8,75°%/o N. 


bo 
to 
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Bestimmung der Glutaminsdure. 


20 g des Materials wurden eigens zu diesem Zwecke mit 
80 ccm konzentrierter Salzsiure durch 12stiindiges Kochen 
hydrolysiert. Die Glutaminséure wurde in dem védllig entfarbten 
Hydrolysat, welches auf ein kleines Volumen eingeengt und 
mit Salzsiiuregas gesattigt war, als Chlorhydrat zur Abscheidung 
gebracht. Seine Menge betrug 0,52 g. 

0,0388 g enthielten 7,5 mg CI. 

Berechnet fiir C,H,,NO,Cl: 19,31°/o CI. Gef.: 19,33°/o Cl. 
Bestimmung des Schwefel-, Cystin- und Tyrosin- 
gehaltes. 

Fiir die Schwefelbestimmung wurden 0,6600 g Substanz 
der Schmelze mit Soda und Salpeter unterworfen und nach 
dem schlieBlichen Fallen mit Chlorbaryum 0,1062 g Baryum- 
sulfat erhalten. Daraus ergibt sich ein Schwefelgehalt von 
2,21°/o fiir die Schlangenhaute. Um den Cystin- und Tyrosin- 
gehalt zu ermitteln, wurden 20g des Materials mit 40 ccm 
konzentrierter Schwefelséiure und 200 ccm Wasser durch 
14 Stunden gekocht. Die Schwefelséiure wurde dann mit Baryt- 
wasser soweit entfernt, dafi das Filtrat vom Baryumsulfat- 
niederschlage schwach sauer reagierte. Durch allmahliches 
Eindampfen und vorsichtiges Neutralisieren der LOsung konnte 
das zuerst ausfallende Tyrosin von dem Cystin getrennt und 
fast rein erhalten werden. Das Tyrosin, von welchem 2,1 g 
isoliert wurden, krystallisierte in feinen zu Biischeln vereinigten 
Nadeln, wahrend sich das Cystin in den bekannten sechsseitigen 
Tafeln abschied. Es war anfangs noch mit etwas Leucin ver- 
mengt, von dem es durch Umkrystallisieren aus ammoniaka- 
lischer Losung gereinigt wurde. Seine Menge betrug 0,75 g. 

Ubersicht der Resultate. 


Giykokoll . . =. st ee st tl CUO 
Alonm . ....5s ss... 3% 
Lewcm. ..... ... . 9R960% 
Glutaminsiiure . . . . . . . 2,09°/o 
Phenylalann. . . . . . . . = 8,80%o 
Tyrosimn . ww tlt te lt lw lt Me 


Gyn. ......... 96% 
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Die vorliegenden Resultate zeigen, dafi sich das Keratin 
der Schlangenhaut von Boa constrictor durch einen hohen 
Tyrosingehalt auszeichnet, wodurch man an das Schildplatt 
erinnert wird (13,59°/o), doch unterscheidet es sich von diesem 
einmal durch den wesentlich verschiedenen Gehalt an Glykokoll 
(7,87°/o gegen 19,36°/o) und Leucin (12,4°/o gegen 3,26°/o), 
besonders aber durch den Gehalt an Glutaminséure, die aus 
Schildplatt nicht erhiltlich war. Valin konnte ich in den unter- 
suchten Schlangenhiuten nicht finden. 


II. Python. 


Das untersuchte Material hatte einen Wassergehalt von 
9,76°/o und einen Aschegehalt von 0,55 °/o. 


Stickstoffverteilung. 


Der Stickstoffgehalt der lufttrockenen Haut betrug 14,42 °/o. 

0,6565 g Substanz verbrauchten bei der Bestimmung nach 
Kjeldahl 33,8 ecm ®/s-HCl. 

Bei der Ausfiihrung der Untersuchung wurden folgende 
Werte erhalten: 


Ammoniakstickstoff. . . . . . O,17%,o 
Melaninstickstoff. . . . . . . 0,23°%/o 
Monoaminostickstoff . . . . . 13,74°/o 
Diaminostickstoff . . . . . . 0,56°%/o. 


Zum Vergleiche seien die Werte der Stickstoffverteilung 
einiger bereits untersuchter Keratine angefiihrt: 
































Ubersichtstabelle. 
| _Chelone | Manis 'Elephanten- Boa | 
Kreatin von ‘imbricata japonica | epidermis | constrictor | Python 
| %o | %/9 9/5 | O"9 | %/o 
Gesamt-N ....| 1414 | 1421 | 14,26 13,80 | 14,42 
Ammoniak-N... > 043 | 1,25 | 1,47 0,59 | 017 
Melanin-N .... 0,07 | 007 | 020 | 016 | 023 
Monoamino-N.../ 1341 | 12,71 | 12,25 | 12,67 | 13,74 
Diamino-N ... . 0,44 | 0,56 | 0,32 | 0,33 | 0,56 


| 


22* 
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Aus meinen bisherigen vergleichenden Untersuchungen 
der Keratine geht die beachtenswerte Tatsache hervor, dab 
die Zahlenwerte fiir die Verteilung des Stickstoffes bei ver- 
schiedenen Keratinen nahezu gleich sein kénnen, wahrend das 
Verhiltnis der ihre Molekiile konstituierenden, den gleichen 
Stickstoffgehalt reprasentierenden Gruppen (Bausteine) sehr 
verschieden ist; worin sich wohl der verschiedenartige Bau 
der Keratine selbst und das verschiedene Mengenverhiltnis 
derselben in den Gemischen spiegelt, aus denen die einzelnen 
Horngebilde bestehen. Auffallend sind die Unterschiede im 
Ammoniakstickstoff, da der Wert hierfiir z. B. beim Keratin 
der Elefantenepidermis fast neunmal so groB ist, als bei Python. 


Bestimmung des Tyrosingehaltes. 


Zur Darstellung des Tyrosins wurden 20 g des Materials 
mit 40 ccm konzentrierter Schwefelsiure und 200 ccm Wasser 
zehn Stunden lang gekocht. Nach dem Entfernen der Schwefel- 
siiure mit Barytwasser und Auskochen des Niederschlages von 
Baryumsulfat mit Wasser konnte aus den vereinigten wasserigen 
Losungen das Tyrosin in einer Menge von 1,9 g (9,5°/o) isoliert 
werden. Es stimmt demnach die Schlangenhaut von Python 
in bezug auf den Tyrosingehalt mit der von Boa constrictor 
ziemlich iiberein. 
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Das «Aktivieren» von Blutserum. 


Von 


C. A. Pekelharing. 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1913.) 


Vor fiinf Jahren habe ich einige Beobachtungen ver- 
Offentlicht,') aus welchen mir hervorzugehen schien, dafi man 
keinen Grund hat, mit Morawitz im Blutserum, neben dem 
Fibrinferment, einen von ihm £-Proferment oder Metathrombin 
genannten Stoff anzunehmen. Wenn das Vermoégen des Serums, 
Gerinnung von Fibrinogen hervorzurufen, durch Stehen an der 
Luft, zumal bei Korpertemperatur, geschwiicht, oder sogar 
verloren gegangen ist, so kann es, wie A. Schmidt fand, durch 
Behandlung des Serums mit Alkali und nachfolgender Neu- 
tralisation wieder hergestellt werden. Ich glaubte aus meinen 
Versuchen folgern zu diirfen, da} im Serum beim Aufbewahren, 
am schnellsten bei Kérperwirme, Stoffe entstehen, welche der 
Gerinnung entgegenwirken, ohne das Enzym selbst anzugreifen. 
Durch Zusatz von Alkali. oder auch von Saéure, werden diese 
Stoffe, meiner Ansicht nach, unwirksam gemacht, sodaf jetzt, 
nach dem Neutralisieren der Losung, das Enzym sich wieder 
geltend machen kann. Das Enzym wird aber auch von Alkali 
geschadigt, sodafi das «Aktivieren» nicht, so oft man das 
winscht, mit gutem Erfolg wiederholt werden kann. Die Auf- 
fassung von Morawitz, nach welcher das Thrombin beim 
Aufbewahren des Serums verschwindet und in ein unwirk- 
sames B-Proferment oder Metathrombin tibergeht, welches durch 
Alkali, nicht aber durch Kalk aktiviert werden kann, schien 
mir von meinen Versuchsergebnissen widerlegt zu werden. 


') Festschrift, H. J. Hamburger gewidmet, Biochem. Zeitschrift, 
Bd. 11, S. 1. 
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Kine neuerdings verOffentlichte Arbeit von Landsberg’) 
veranlaft mich, auf meine oben erwahnte, vom Autor unbe- 
riicksichtigt gelassene Mitteilung hinzuweisen. 

Landsberg hat eine Reihe von Bestimmungen der Ge- 
rinnungsgeschwindigkeit von Fibrinogen in verschiedenen Lé- 
sungen und bei verschiedenen Temperaturen gemacht und 
kommt zu dem Schluf, daf Erhéhung der Temperatur einer- 
seits die Wirkung des Thrombins auf Fibrinogen begiinstigt, 
anderseits aber die Gerinnung mehr und mehr hemmt. Diese 
Hemmung beruht, nach Landsberg, darauf, daf das im An- 
fang frei in der Lésung vorhandene Thrombin von Eiweif- 
k6rpern des Serums adsorbiert wird, daB also das Morawitz- 
sche Metathrombin eine Adsorptionsverbindung ist von Thrombin 
und Eiweif. 

Die fiir diese Meinung angefiihrten Griinde sind, meiner 
Ansicht nach, auferordentlich schwach. Ich brauche darauf 
aber nicht einzugehen, da schon Beobachtungen vorliegen, 
welche beweisen, dai die Hemmung der Gerinnung, in den 
hier in Betracht kommenden Fiillen, einer Bindung von Throm- 
bin an Eiweifi nicht zugeschrieben werden kann. 

Wie schon lange bekannt ist — Landsberg selbst fihrt 
einen eigenen Versuch zur Bestatigung an — ist altes, ge- 
schwiichtes Serum imstande, die Wirkung von dazugefiigtem 
Thrombin zu unterdriicken. In meiner oben erwihnten Arbeit 
habe ich ein Paar Versuche mitgeteilt, welche das (ein wenig 
mehr detailliert) zeigen. 

Frisches Serum wurde mit 18 Stunden lang auf 38° C. 
erwirmtem und dadurch stark geschwiichtem, jedoch nicht ganz 
unwirksam gemachtem Serum vermischt. Die Wirksamkeit 
des frischen Serums wurde dadurch auf nahezu die Hilfte 
verringert. Wenn nun die Schwiichung des erwirmten Serums 
von einer Bindung des gr6Bten Teils des Thrombins an Eiweib 
verursacht wiire, so wiirde dieses Serum, das noch immer, 
wenn auch sehr langsam, Gerinnung hervorrief, nicht imstande 
gewesen sein, die Wirkung des Thrombins des frischen Serums 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. 50, S. 245. 
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zu hemmen. Das Eiweil} hatte ja nicht einmal alles Thrombin 
des eigenen Serums binden kénnen. 

In einem anderen, ebenfalls dort erwiihnten Versuch 
wurde durch Erwaérmung auf 38 C. geschwichtes Serum, 
welches mit Schmidtschem Ferment und Fibrinogen ver- 
mischt, die Gerinnung vollig aufhob, mit Alkali behandelt und 
dann neutralisiert. Es zeigte sich nicht aktiviert, war aber 
fiir das Schmidtsche Ferment ebenso unschiidlich geworden 
als eine entsprechende Menge "/s-NaCl. Allerdings liste sich, 
wie ich das 6fters beobachtete, auch in diesem Fall das erst 
als feste Gallerte ausgeschiedene Fibrin nach mehrstiindiger 
Digestion wieder auf. 

Solche Beobachtungen sind mit der Auffassung, daB Al- 
kali eine Adsorptionsverbindung von Thrombin und Eiweif 
sprengt, nicht in Kinklang zu bringen, sehr gut verstandlich 
aber, wenn man annimmt, dai unter dem EinfluB der Er- 
wirmung Stoffe gebildet werden, welche die Gerinnung des 
Fibrinogens hindern, und dabei in Betracht zieht, daf die Er- 
wirmung auf das Thrombin einen schiidlichen Einfluf hat. 
War diese Schadigung betrachtlich, dann gewinnt das Serum 
nach Zusatz von Alkali — wodurch der Rest des Enzyms zer- 
stért wird — das fibrinoplastische Vermégen nicht wieder, 
wohl aber werden die gerinnungswidrigen Stoffe, zwar, wie 
aus der Fibrinolyse hervorgeht, nicht vollstiindig, aber doch 
zum groften Teil unschidlich gemacht. 

Ich kénnte mehrere derartige Versuche, welche tiberein- 
stimmende Ergebnisse lieferten, anfiihren, sehe aber davon ab, 
da sie keine neuen Gesichtspunkte liefern. 

Ich will aber jetzt noch ein paar andere Beobachtungen 
mitteilen, welche ich in meinen friiheren «Bemerkungen» noch 
nicht erwahnt habe. , 

Wie ich dama!s sagte, habe ich auf verschiedene Weisen 
versucht, die gerinnungshemmenden Stoffe aus auf Korper- 
temperatur erwirmtem Serum zu isolieren, ohne dabei aber 
meinen Zweck zu erreichen. Ich hoffte diese Untersuchungen 
fortsetzen zu kénnen, bin aber durch anderweitige Arbeit davon 
abgehalten worden. 
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10. Mai 1907. 
Von 3 Stunden lang auf 38° C. erwarmtem Pferdeserum wird 
A. 5 ccm vermischt mit 2 ccm "/4-NaHO, nach 35 Minuten neutralisiert 
mit 2 cem ®/4-HC1), 
B. 5 ccm mit 2 ccm ®/s-HC], nach 35 Min. neutralisiert mit 2 ccm 4/4-NaHO, 


C.5 >» » & » 2/-NaCl. 
2 ccm von A mit 3 cem Fibrinogen gerinnt in 9 Min. 
2 >» » B»B » : > > 9 » 
2 > » CC» 3 » > > » 30 » 


Kin Teil des erwarmten, nicht aktivierten Serums wird 22 Stunden 
gegen strOmendes Wasser dialysiert. 
2 ccm des dialysierten Serums mit 3 ccm Fibrinogen gerinnt in 15 Min. 
Vom dialysierten Serum vermischt: 


A. 5 ccm mit 2 cem ®/s-NaHO, nach 30 Min. mit 2 ccm /s-HCl, 


B. 5d » 2 > 1n/4-HCl, >» 30 » >» 2 » n/4-NaHO, 
C. 5 >» 4 » N/-NaCl. 

2 ccm von A mit 3 ccm Fibrinogen gerinnt in 8 Min. 

2 » » B » 8 » > » » 12 » 

2 » » C. e 3 » » » » 15 » 


Die, wie ich friiher mitteilte, 6fters, wenn auch nicht 
ohne Ausnahme von mir gemachte Beobachtung einer «Akti- 
vierung» von geschwiichtem Serum mittels Dialyse, ware in 
dem Gedankengang von Morawitz und Landsberg durch die 
Hypothese zu erkliiren, dafi auch durch Dialyse die Thrombin- 
EiweifBverbindung gesprengt wiirde, wéhrend diese Verbindung 
eben beim Stehen der ein wenig salzreicheren Lésung gebildet 
werden soll. Viel plausibeler scheint mir die Annahme, daf 
durch die Dialyse gerinnungswidrige Stoffe entfernt werden, 
von welchen man keinen Grund hat zu glauben, daf sie durch 
das Festlegen von Thrombin der Gerinnung entgegenwirken. 

Diese Annahme wird auch gestiitzt durch den Befund, 
daf Alkohol aus geschwichtem Serum Stoffe aufnehmen kann, 
welche die Gerinnung von Fibrinogen hindern und wohl eben- 
sowenig als die dialysierbaren Stoffe als von eiweifartiger 
Natur zu betrachten sind. Auch das habe ich mehrmals beob- 
achtet. Als Beispiel fiihre ich nur einen einzelnen Versuch, 
vom 17. Mai 1907, an. 

100 cem geschwichtes, noch gut aktivierbares Pferde- 
serum wird vermischt mit 400 eem 95°/oigem Alkohol und 
filtriert. Das Filtrat wird bei etwa 45° C. bis zu 60 ccm ein- 
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geengt, zur Entfernung von lipoiden Stoffen mit Ather aus- 
geschiittelt, dann bis zu 10 ccm eingedampft, mit 90 cem 
98 °/oigem Alkohol vermischt, vom ausgeschiedenen Salz ab- 
filtriert und durch vorsichtige Erwirmung, unter Zusatz von 
Wasser, vom Alkohol befreit. 

2,5 ccm dieser Lésung mit 2 ccm Serum und 3 ccm 
Fibrinogen gerinnt nach 5 Stunden unvollstiindig. 

2,5 ccm Wasser mit 2 ccm desselben Serums und 3 cem 
Fibrinogen gerinnt in 4 Minuten. 

Schlieblich erlaube ich mir noch auf die, mit keinem 
Wort motivierte, Behauptung von Landsberg hinzuweisen, 
daB «die mit Lauge und Saéure vorbehandelten EiweiBk6érper 
nicht imstande sind, das Thrombin zu binden.»!) Ich habe 
mitgeteilt und durch einen Versuch belegt, welcher, wie ich 
glaube, an Deutlichkeit nichts zu wiinschen iiberliébt, daf 
caktiviertes» Serum beim Stehen noch schneller seine Wirk- 
samkeit verliert als nicht mit Alkali vorbehandeltes Serum. 


t) lc, S. 270. 








Zur Frage der Fallbarkeit der Harnsdure und Purinbasen 
durch Zinksalze. 


Von 
E. Salkowski. 





(Der Redaktion zugegangen am 1. Mat 1913.) 


Herr Prof. M. Siegfried hat die Freundlichkeit gehabt, mich darauf 
aufmerksam zu machen, daf er die Fallbarkeit der Harnsaéure durch Zink- 
salze bereits festgestellt habe, wahrend diese Tatsache in der unter meiner 
Leitung ausgefiihrten Arbeit von Kojo') und namentlich von Kashi- 
wabara’) als neu angesehen wird. Siegfried bezieht sich auf eine in 
dieser Zeitschr., Bd. 24, S. 398 (1898) gemachte Bemerkung. Im 4. Ab- 
schnitte dieser Arbeit behandelt Siegfried die Frage, ob Urocaninsaure 
im menschlichen Harn vorkommt. 601 normaler menschlicher Harn und 
<etwa ebensoviel» Harn von Gichtkranken wurden zur Untersuchung auf 
Urocaninsiiure von Phosphorsiure befreit und dann mit Chlorzink gefallt. 
Es heifit alsdann 1. c. 8S. 409: «Die Zinkniederschligen lieferten jedoch in 
keinem Falle Urocaninséure. Sie enthalten fast die gesamte Harnséure 
und Kreatinin.» Diese Beobachtung hat das Schicksal mancher anderer 
gelegentlich gemachten geteilt: sie ist weder in den Supplementband zu 
Bd. I von Beilstein (1901) noch in den Malyschen Jahresbericht, noch 
in das Chem. Centrbl. tibergangen und damit fiir die weitere Forschung 
verloren gegangen, wie ich zu meinem Schaden habe erfahren miissen. 
Einen Vorwurf kann man mir meines Erachtens aus meiner Unkenntnis 
nicht machen, denn dafi man eine jetzt 15 Jahre zuriickliegende gelegent- 
lich gemachte Bemerkung, die noch nicht eine Zeile umfaBt, im Kopfe 
haben miisse, wird niemand im Ernst verlangen. Die Prioritéit erkenne 
ich trotzdem gern an, wenn auch eine Angabe dariiber fehlt, wie Sieg- 
fried sich von der nahezu vollstindigen Ausfallung tiberzeugt hat. 

Ich méchte bei dieser Gelegenheit noch erwiéhnen, daf auch die 
Purinbasen des Harns durch Zinksalze so gut wie vollstindig gefiallt 
werden. Die Belege hierfiir sind in einer Arbeit mitgeteilt, die ich in den 
ersten Tagen des Marz an die Redaktion der Charité-Annalen abgeliefert 
habe. Da der betreffende Jahrgang erst im Oktober oder November zu 
erscheinen pflegt, schien es mir nicht tiberfliissig, diese Tatsache hier mit- 
zuteilen, um einer Neuauffindung derselben vorzubeugen. 

Endlich sei noch erwahnt, dafs Zinksalze in konzentriertem saurem 
Harn einen sparlichen flockigen Niederschlag von Zinkphosphat geben, 
der allmahlich krystallinisch wird und dann einer Harnséureausscheidung, 
auch mikroskopisch, zum Verwechseln 4hnlich sieht. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 416. 
*) Daselbst, Bd. 84, S. 223. 
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SchluBwort zu den SchluBbemerkungen 
von Emil Abderhalden und Arno E. Lampe in Bd. 84, S. 361 
dieser Zeitschrift. 


Von 
E. Grafe. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1913.) 


Die Schlufbemerkungen von Abderhalden und Lampé in Bd. 84, 
S. 361 dieser Zeitschrift zwingen mich, zu drei Punkten noch einmal das 
Wort zu ergreifen. 

Wenn die Autoren ihre Behauptung, ich habe unrichtige Angaben 
iiber ihre Methodik gemacht, noch einmal wiederholen, so mufi ich dem 
gegeniiber noch einmal feststellen, daf§ meine Ansicht durch eine, wie 
Abderhalden und Lampé selbst zugegeben haben, unklare 
und mifiverstindliche') Darstellung der Versuchsanordnung 
in einem Versuche von Abderhalden bedingt war. Die Schuld an dem 
Mifverstindnis liegt daher nicht auf meiner Seite, sondern lediglich bei 
Abderhalden selbst. *) 

Wenn ich gegen die nicht weiter begriindete Behauptung*) von 
Abderhalden und Lampé, dafi die Technik meiner Versuche am 
Schwein die Ursache der vermeintlichen Differenz zwischen den Ver- 
suchen von Abderhalden und Lampé einerseits und mir anderseits sei, 
in scharfer und deutlicher Weise protestiert habe, so geschah es, weil 
hier der wesentlichste Einwand, den die Autoren gegen meine Versuche 
am Hunde geltend machten, gerade nicht‘) in Betracht kommt. 

Mir ist daher vollkommen unverstindlich, wie nun Abderhalden 
und Lampé schreiben kiénnen: «Wir hatten die analoge Versuchsanord- 





') Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 345 usw. 

*) Fir mein Empfinden ist es im iibrigen nach wie vor prinzipiell 
ganz gleichgiiltig, ob jemand das, was er einem andern zum Vorwurf 
macht, selbst nur einmal oder haufiger getan hat. 

8) Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 409 usw., 1913. 

*) Nur in einem Versuche war einmal eine indirekte Stickstoff- 
beslimmung vorgenommen worden. 
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nung beim Hunde eingehend kritisiert. Die gleichen Bedenken haben wir 
auch gegen die am Schweine ausgefiihrten Versuche.» 

Aber auch abgesehen von der unbegriindeten obigen Behauptung 
von Abderhalden und Lampé konnte ich zeigen,') dafs tiberhaupt 
gar kein Widerspruch zwischen unseren Versuchsresultaten am Schweine 
besteht. 

Schlieflich scheinen Abderhalden und Lampé darin, daf ich 
in den seltenen Fallen, in denen eine Riickbestimmung des Nahrungs- 
stickstoffs noch nétig war, diese in letzter Zeit direkt vorgenommen habe, 
die Anerkennung zu erblicken, daf\ ihr Einwand beziiglich der indirekten 
Stickstoffbestimmung berechtigt war. Diese Deutung ist aber nicht zu- 
treffend; mir kam es nur darauf an, auch jedem méglichen Einwande 
den Boden zu entziehen. 

Die auch von Abderhalden und Lampé nicht be- 
strittene Tatsache, da®B die Versuche mit indirekter 
Stickstoffbestimmung genau zudem gleichen Resultate ') 
gefiihrt haben wie solche, in denen eine Riickbestimmung 
nicht nétig war oder direkt vorgenommen wurde, ist 
und bleibt der beste Beweis dafiir, daB die Einwinde 
von Abderhalden und Lampé praktisch nicht stichhaltig 
gewesen sind. 

Im iibrigen habe ich meinen friiheren Darlegungen nichts hinzu- 
zufiigen und auch nichts von ihnen zuriickzunehmen und schliefe daher 
auch meinerseits diese Auseinandersetzungen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 94 u. ffg., 1913. 

*) Tagliche N-Bilanz bei Abderhalden in 16 Versuchstagen im 
Durchschnitt — 0,16 g (Diese Zeitschrift, Bd. 78, S.19 u. ffg., 1912), bei 
mir in 30 Versuchstagen — 0,18 g (Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 485, 1912). 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Verdauungsfermente 
der Kalt- und Warmbliter. 


1. Hecht- und Hundepepsin. 
Von 


A. Rakoezy. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der kaiser]. St.-Wladimir-Universitat 
in Kiew.) 
Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1913. 


Die Ko6rpertemperatur der Kaltbliiter ist bekanntlich be- 
triichtlichen Schwankungen unterworfen; sie ist in der kalten 
Jahreszeit mitunter um weniger als 1° C. von der der Um- 
gebung unterschieden, und doch dauern bei einigen Tieren 
unter diesen Bedingungen Nahrungsaufnahme und Verdauungs- 
tiitigkeit fort. Es ist zu erwarten, daf die Verdauungsfermente 
dieser Tiere in hdherem Grade an die Arbeit in der Kite an- 
gepafht sind, als die der Warmbliiter. Diese aprioristische An- 
nahme kann jedoch bis jetzt nicht als endgiiltig festgestellt 
gelten, obschon in der Literatur bereits eine betrichtliche An- 
zahl von diesem Gegenstand gewidmeten Untersuchungen vor- 
handen ist. 

Viele Jahre vor der Entdeckung des Pepsins war schon 
bekannt, da der Magensaft die Eiweibstoffe am besten bei 
Korpertemperatur (36—40° C.) verdaut und dai seine Wirkung 
mit dem Sinken derselben schwiécher wird, um nahe bei 0° 
vollig aufzuhéren. Deshalb glaubte man, da die Kaltbliiter 
die Nahrung nur im Sommer gut, im Frihling und Herbst 
schlechter und im Winter garnickt verdauen, wahrend die 
Warmbliiter in allen Jahreszeiten eine gleich intensive Ver- 
dauungstitigkeit aufweisen. In diesem Sinne sprach sich noch 
in der Mitte des vorigen Jahrhunderts Milne-Edwards aus. 

Der erste Versuch, den Einflu8 der Temperatur auf die 
Verdauungsfermente der kalt- und warmbliitigen Tiere aufzu- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 23 
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kliren, wurde im Jahre 1873 von Fick und Murisier gemacht. 
Auf Grund der Vergleichung von Mageninfusionen des Frosches, 
des Hechtes und der Forelle mit denen von Schweinen und 
Hunden nach ihrer Wirkung auf geronnenes Hiihnereiweif bei 
verschiedener Temperatur gelangten die genannten Forscher zu 
dem Schlusse, dab die Pepsine der Kalt- und Warmbliiter nicht 
identisch sind, denn obschon die Pepsine der Kaltbliiter im 
Brutschrank fast die gleiche Verdauungswirkung aufweisen, wie 
die Pepsine der Warmbliiter, zeigen die ersteren doch die 
Fiihigkeit, auch bei niedrigen Temperaturen (unter 0°) zu ver- 
dauen, wihrend die Pepsine der Warmbliiter diese Fahigkeit 
nicht besitzen. 

Hoppe-Seyler (1877) gelangte auf Grund seiner Ver- 
suche mit Mageninfusionen des Hechtes zu der Ansicht, daf 
die Pepsine der Kaltbliiter nicht nur imstande sind, Eiweif 
(Fibrin) in der Kalte zu verdauen, sondern sogar ihr Wirkungs- 
optimum bei einer niedrigeren Temperatur entfalten als die 
der Warmbliiter; so z. B. hat er fiir das Hechtpepsin das Op- 
timum zwischen 15—20° C. aufgestellt, wéhrend dasselbe fiir 
das Hunde- und Schweinepepsin nahe bei 40° C. liegt. 

Krukenberg ist entschieden gegen diese Annahme auf- 
getreten; er behauptet, da6B er bei Untersuchung einer grofen 
Anzahl von Fischen der verschiedensten Arten kein einziges 
Mal ein Ferment angetroffen habe, dafi bei gewohnlicher Tempe- 
ratur (20° C.) rascher auf rohes oder gekochtes Fibrin gewirkt 
hiitte als bei 38—40° C. Der Unterschied in der Wirkung des 
Kalt- und Warmbliiterpepsins bei verschiedener Temperatur 
sei ein nur scheinbarer und hange vom relativ groferen Pepsin- 
gehalt des Magensaftes bei den Kaltbliitern ab. Bei Vorhanden- 
sein von betrachtlichen Pepsinmengen vermogen die Safte der 
Warmbliiter auch in der Kalte zu verdauen (18, 5. 422). Zu 
demselben Schlusse gelangte auch Riassenzew auf Grund 
seiner Versuche mit Mageninfusionen vom Hecht, Barsch, Frosch, 
Kalb und Hund. Neumeister, sowie Tamann betrachteten 
die Ausfiihrungen Krukenbergs als beweiskriftig. Diese An- 
schauung hat in den spateren Untersuchungen, die einerseits 
gezeigt haben, dafi das Warmbliiterpepsin seine Wirkung auch 
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noch bei an O° angeniiherten Temperaturen dufern kann 
(Stscherbakow, Flaum, Klug, Oguro) und anderseits be- 
stiitigt haben, dab die Pepsine der Kalt- und Warmbliiter ein 
und dasselbe Temperaturoptimum (ca. 40° C.) besitzen (Yung, 
Sellier, Sullivan u.a.), ihre Bestitigung gefunden. 

Luchhau, sowie Richet und Mourrut néhern sich der 
urspriinglichen Meinung von Fick und Murisier; sie nehmen 
an, dafB das Kaltbliiterpepsin dasselbe Wirkungsoptimum be- 
sitzt, wie das der Warmbliiter, sich aber vom letzteren da- 
durch unterscheidet, dab es verhiltnismiébig besser bei niedrigen 
Temperaturen verdaut. So ist es nach Richet und Mourrut 
méglich, daf bei 40° C. eine Hundemageninfusion ihrer Ver- 
dauungswirkung nach stirker, als eine Fischmageninfusion ist, 
wihrend bei 30° C. die letztere sich bereits als starker er- 
weisen kann als die erstere. 

Somit nehmen die einen Forscher eine Anpassung der 
Pepsine dieser beiden Kategorien von Tieren an die Korper- 
temperatur an, die anderen hingegen treten fiir die Identitit 
der in Frage kommenden Fermente ein und stellen also den 
Einfluj} der Anpassung im gegebenen Falle in Abrede. 

In jiingster Zeit hat diese strittige Frage, wie es scheint, 
in den Beobachtungen von Hammarsten ihre Lésung gefunden. 

Auf Grund von mit Mageninfusionen vom Hecht ange- 
stellten Versuchen ist Hammarsten (10) zu der Schluffolgerung 
gelangt, daf das Hechtpepsin im Gegensatz zu den Warm- 
bliiterpepsinen in einem sauren Reaktionsmedium bei Brut- 
schranktemperatur sehr schnell (in einigen Stunden) zerstért 
wird und daher bei der Untersuchung der Wirkung des Hecht- 
magensaftes auf Hiihnereiweifi (zu dessen Verdauung mehrere 
Stunden erforderlich sind) im Brutschrank das Ferment in- 
aktiviert wird, bevor es eine merkliche Wirkung entfalten kann. 
Wenn man nun denselben Versuch bei einer niedrigeren Tempe- 
ratur, die das Ferment nicht so schnell zerst6rt, vornimmt, so 
zeigt das letztere eine deutliche Verdauungswirkung an dem- 
selben EiweifS. Deshalb auBert die Hechtmageninfusion ihr 
Wirkungsoptimum auf HiihnereiweiB bei einer verhaltnismiibig 
niedrigen Temperatur, was mit der Anschauung von Hoppe- 


23* 
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Seyler tibereinstimmt. Nimmt man aber statt Hiihnereiweil 
Fibrin, das einer verhiltnismafig schnellen Verdauung unter- 
liegt, so wird sich das Hechtpepsin auch im Brutschrank als 
fahig erweisen, sein Verdauungsoptimum wie die iibrigen Fer- 
mente zu entfalten, da es vor seiner Zerstérung das Fibrin 
auflésen wird. Beim Vergleich dieses Versuches mit dem vorher- 
gehenden erweist sich, da das Hechtpepsin Fibrin recht gut 
und Hiihnereiweif sehr schlecht verdaut — eine Eigenschaft, 
der einige Forscher (Yung, van Herwerden) bereits friiher 
Beachtung geschenkt haben. Somit unterscheiden sich nach 
Hammarsten das Hechtferment und wahrscheinlich ebenso 
auch die Fermente der anderen Kaltbliiter von denen der 
Warmbliiter nur durch eine geringere Widerstandskraft der 
zerstOrenden Wirkung der Erwirmung im Brutschrank gegen- 
iiber, und durch diese Eigenschaft allein lassen sich alle tibrigen 
Kigentiimlichkeiten dieser Fermente erkliren. Die vorstehend 
dargelegte Hammarstensche Erklarung erscheint gegenwiirtig 
offenbar als die annehmbarste und wird von der Mehrzahl der 
Autoren, die auf diesem Gebiet gearbeitet und geschrieben 
haben (Biedermann, van Herwerden, Polimanti u. a.) 
akzeptiert. 

Alle aufgefiihrten Daten beziehen sich, wie aus dem Vor- 
stehenden ersichtlich, ausschlieBlich auf nur eine Art der Ver- 
dauungsfermente, und zwar das Pepsin. Was jedoch die anderen 
Verdauungsfermente anbelangt, so sind diesbeziiglich, soweit 
ich nach der mir zugiinglichen Literatur zu urteilen vermag, 
nur spirliche und einander widersprechende Angaben vorhanden 
(vgl. Biedermann, Starkenstein). 

Die Versuche, die ich mit Mageninfusionen eines Kalt- 
bliiters (Hecht) einerseits und eines Warmbliiters (Hund) ander- 
seits angestellt habe, haben gezeigt, daB die obenerwiihnte 
Hammarstensche Erklirung die Frage nicht ihrem ganzen 
Umfange nach umfaft, und dafi zwischen den Verdauungs- 
fermenten (Pepsinen) der Kalt- und Warmbliiter, wenigstens 
in den Grenzen der genannten Tierarten, tiefgreifendere Unter- 
schiede vorhanden sind, als blof ein ungleiches Verhalten gegen- 
iiber der zerst6renden Wirkung der Erwirmung im Brutschrank 
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bei Gegenwart von HCI. Diese Unterschiede iiuSern sich im un- 
gleichen Verhalten der Fermente zu verschiedenen Substraten 
(d. h. verschiedenen Eiweifarten), zu der Aciditaét und zu der 
Temperatur des Reaktionsmediums. 

Ich benutzte zu meinen Versuchen kalt (bei ca. O°) mit 
n/290-HCl zubereitete Magenschleimhautinfusionen; in Anbetracht 
dessen, dafi fertige Hechtmageninfusionen ihre Kraft recht 
schnell verlieren, habe ich nicht selten trockene Schleimhaut- 
praparate benutzt: die abgeschabte Magenschleimhaut eines 
Hechtes wurde im Morser mit einigen Thymolkrystallen zer- 
rieben; sodann wurde diese Masse in einer diinnen Schicht 
auf reines Glas aufgetragen, bei Zimmertemperatur getrocknet, 
mit einem Messer vom Glase abgeschabt und das auf solche 
Weise erhaltene Pulver in einem geschlossenen dunklen Glas- 
gefiib aufbewahrt; solche Priiparate erwiesen sich als sehr 
bestindig und gaben noch nach einigen Monaten vollkommen 
brauchbare Infusionen. Zum Vergleich dienten entweder in 
derselben Weise aus Hundemagenschleimhaut hergestellte In- 
fusionen, oder der natiirliche Magensaft von Hunden, der 
durch entsprechende Verdiinnung auf die Aciditét von "/20-HCl 
gebracht wurde. 

Einige vergleichende Versuche haben gezeigt, dafi ceteris 
paribus die getrocknete Magenschleimhaut des Hechtes 
stets um einigemal stirkere Infusionen gibt, als die 
des Hundes, woraus sich schliefen laBt, dafh die erstere 
relativ reicher an Pepsin ist, als die letztere; diese Beobachtung 
stimmt mit der Ansicht Krukenbergs tiberein, sowie mit 
den in letzter Zeit veréffentlichten Ergebnissen von Starken- 
stein, der festgestellt hat, daB die Organe (Leber) der Kalt- 
bliiter im allgemeinen relativ gréBere Diastasemengen enthalten, 
als die gleichnamigen Organe der Warmbliiter. 

Zum Ausgleich der Albumose- und Salzmengen, sowie 
der sonstigen Beimengungen wurde in allen Versuchen zu jeder 
der zu vergleichenden Infusionen ein gleiches Volumen der ge- 
kochten anderen hinzugesetzt; wenn die Infusionen sodann auf 
die gleiche Verdauungskraft gebracht worden waren, so diente 
zur Verdiinnung stets das gekochte Gemisch beider. 
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Zwecks schneller Orientierung tiber die Verdauungskraft 
der miteinander zu vergleichenden Infusionen benutzte ich 
trockenes Karmin-Fibrin. Gut ausgewaschenes und zweimal 
in der Fleischmaschine fein zerschnittenes Rinderblutfibrin wurde 
48 Stunden lang mit einer sauren Lésung von Borax-Karmin!) 
bei Gegenwart von Toluol gefiirbt, sodann mit Wasser aus- 
gewaschen, auf einige Stunden in ein Gemisch von Alkohol 
und Ather gebracht und sodann zuerst an der Luft und her- 
nach im Luftbade bei 50—60° C. getrocknet und durch Siebe 
(1—0,5 mm) gebeutelt. Das so erhaltene dunkelrote grobkornige 
Pulver wurde zu den Versuchen benutzt. Die Bestimmung der 
relativen Verdauungskraft wurde auf folgende Weise vorge- 
nommen: in eine Reihe von Reagenzgliischen wurden je 5 ccm 
n/20-HCl gegossen; sodann in das erste 5 ccm Infusion gefiillt 
und weiter 5 ccm dieses Gemisches in das zweite Reagenz- 
glas getan, umgeschiittelt usw.; man erhielt 2-, 4-, 8 fache 
Verdiinnungen usw.; eine eben solche Reihe von Verdiinnungen 
wurde fiir die andere zu vergleichende Infusion zubereitet und 
sodann in jedes Reagenzglas aus einem kleinen MaB je ca. 0,05 g 
trockenes Karmin-Fibrin geschiittet. Nach einer bestimmten 
Zeit (3'—10‘) wurden alle Reagenzglischen umgeschiittelt, 
worauf ihre Farbung verglichen und auf diese Weise die relative 
Verdauungskraft der zu vergleichenden Infusionen bestimmt 
wurde. Wenn z. B. die Infusion A bei 2facher Verdiinnung 
die gleiche Farbung ergab, wie B bei 4facher, so war also 
die Kraft von B 2mal so groB als die von A. Mit einer solchen 
Modifikation fiihrt diese Methode bei Benutzung von trockenem 
Karmin-Fibrin viel bequemer und schneller zum Ziel als 
das urspriingliche Griitznersche Verfahren. Das trockene 
Karmin-Fibrin ]a$t sich eine unbestimmt lange Zeit hindurch 
(mehrere Jahre) aufbewahren und ist stets ohne jede vorher- 
gehende Bearbeitung gebrauchsfertig; auferdem ist das Ab- 
messen des trockenen Pulvers viel bequemer als das Aus- 


‘) 1g Karmin in 100 ccm kochender 1°/oiger wasseriger Borax- 
lésung gelést und nach Abkiihlung mit einigen Tropfen Essigsaure bis 
zum Verschwinden des violetten Farbentons angesduert. 
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waschen, Zerkleinern und Abwiegen des (Griitznerschen 
Karmin-Fibrins. ') 

Die anderen Methoden zur Bestimmung der Verdauungs- 
kraft werden bei Beschreibung der entsprechenden Versuche 


erortert. 
A. Verhalten zu verschiedenen Substraten. 


I. Hechtmageninfusionen und Magensaft des Hundes bei 
Zimmertemperatur durch entsprechende Verdiinnung mit "/20-HCl 
auf die gleiche Verdauungskraft gegeniiber Karmin-Fibrin ge- 
bracht; die Messung der letzteren an Hiihnereiweif nach Mett 
bei verschiedenen Temperaturen ergab folgendes: 

Hecht verd. in 24 St. bei 40°C. O, bei 16° C. 0,1—0,2 mm 
Hund » » 24 » » 40° » 59mm, bei 16°C. 1,0 mm 


’ ‘ 


Die Hechtinfusion erwies sich nach dem Stehen bei 40° C. 
als fast unwirksam auf Karmin-Fibrin, so dafi man das Un- 
verdautbleiben des Eiweifes bei 40° in Ubereinstimmung mit 
Hammarsten durch die Zerst6rung des Hechtpepsins erkliren 
konnte. Nach 24stiindigem Stehen bei 16° ergaben jedoch 
beide Infusionen die gleiche Fiirbung mit Karmin-Fibrin, d. h. 
sie wiesen sowohl vor, als auch nach dem Versuch dem Fibrin 
gegeniiber die gleiche Kraft auf, und doch erwies sich bei der 
Messung der Verdauungskraft am Eiweifi die Hechtinfusion viel 
schwicher als die des Hundes. Derartige Versuche wurden 
von mir vielmals bei verschiedenen Temperaturen mit ver- 
schiedenen Infusionen wiederholt, und stets erwies es sich, 
daB die Infusionen, die die gleiche fibrinverdauende Kraft auf- 
gewiesen hatten, dem HiihnereiweifB gegeniiber keine gleiche 
Verdauungskraft zeigten; die Hechtinfusion wirkte stets be- 
deutend schwicher, obschon die Zerstérung ihres Pepsins aus- 
geschlossen war, da die Versuche bei niedrigen Temperaturen 
(0° — 15° bis 24°) angestellt wurden. Damit die Verdauung 
der verschiedenen Eiweifarten unter gleichartigeren Bedingungen 
vor sich gehe, wurde noch folgender Versuch angestellt. 





‘) Das kaufliche trockene Karmin-Fibrin (Merck) erwies sich weniger 
brauchbar, da dasselbe recht schnell mit /20-HCl bei villiger Abwesen- 
heit von Fermenten eine merkliche Rosafarbung ergibt. 
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II. Hart gekochtes Eiweif wurde nach Zerkleinerung mit 
Karmin gefirbt!) mit Alkohol-Ather entwissert, getrocknet und 
gebeutelt. Man erhielt ein dem Karmin-Fibrin ahnliches Pria- 
parat. Die parallelen Verdauungsversuche mit solchem Karmin- 
Kiweib und mit Karmin-Fibrin bei 13° ergaben folgende relativen 
Grofen der Verdauungskraft beider Infusionen: 

vom auf Fibrin fast gleich | - ne : 

Dieselben Infusionen erwiesen sich, auf die gleiche eiweiB- 
verdauende Kraft gebracht, als nicht gleich stark auf Fibrin 
wirkend. Die Hechtinfusion war von ca. 4 mal staérkerer Wirkung. 

Die Ergebnisse dieser Versuche lassen sich doch wohl 
nicht mehr durch die Zerstorung des Hechtpepsins erklaren, 
und man ist gezwungen, zuzugeben, daf die Pepsine ver- 
schiedener Tierarten (Hecht und Hund) sich den ver- 
schiedenen EiweiBarten — dem Fibrin- und Hiihner- 
eiweifh gegeniiber — ungleich verhalten. 

Ill. Vergleich der Infusionen nach ihrer Wirkung auf 
Hiihner- und Serumeiwei in Mettschen Rohrchen. Verdauung 
16 Stunden lang bei 24° C. 

Hecht Hiihnereiweihb 0,0 mm, Serumeiweifi 2,6 mm 
Hund >» ca. O08 » 2 2,0 » 

IV. Der gleiche Versuch mit anderen Infusionen. Ver- 
daung 36 Stunden bei 8° C. 

Hecht Hiihnereiweif ca. 0,2 mm, Serumeiweif 7,0 mm 
Hund > » 1,0 » > 4,0 » 

V. Dasselbe. Durch entsprechende Verdiinnung beide 
Infusionen auf die gleiche Verdauungskraft gegeniiber Karmin- 
Fibrin gebracht. Verdauung 24 Stunden lang bei 15° C. 

Hecht HiihnereiweiB 0,0 mm, Serumeiweifi 9,0 mm 
Hund > 1,2 » > 6,7 > 

Nach Abschlu8 des Versuchs wiesen beide Infusionen 
dem Karmin-Fibrin gegeniiber wieder die gleiche Kraft auf; 
die Ungleichheit in der Wirkung auf Serum- und Hiihnereiweif 


1) Das trockene Hiihnereiweif’ erforderte zu seiner Farbung eine 
stiirker angesiuerte Borax-Karminlésung. 
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laBt sich folglich nicht durch die Zerstérung des Hechtpepsins 
wihrend des Versuches selbst erkliéren. 

VI. Der gleiche Versuch. Zum Vergleich wurden mit 
durch HCl gegen Lackmus neutralisiertem Serum gefiillte Réhr- 
chen benutzt. Verdauung bei 16° C. 


Hiihnereiweil3 Serum alkalisch Serum neutralisiert 
Hecht 0O.O0 mm 2,7 mm 2.4 mm 
Hund 0,0 » 2,0 » 25 » 


Der Unterschied in der Wirkung auf das alkalische und 
neutralisierte Serum ist derartig geringfiigig, dal sich durch den- 
selben die ungleiche Wirkung der zu vergleichenden Infusionen 
auf Hiihner- und Serumeiweif jedenfalls nicht erklaren JiiBt. 

Die aufgefiihrten Versuche beweisen, daf sich das Hecht- 
und Hundepepsin den verschiedenen Arten von Eiweifb, und _ 
zwar einerseits dem Fibrin- und Serumeiweili und anderseits 
dem Hiihnereiweifi gegeniiber nicht gleich verhalten. Es er- 
schien interessant, einen solchen Vergleich auch beziiglich 
anderer Eiweifiarten durchzufiihren. Zu diesem Zwecke wurden 
Hecht- und Hundeinfusion nach Ausgleich ihrer fibrinverdauenden 
Kraft beziiglich ihrer Wirkung auf Casein, Edestin und Elastin 
verglichen. 

VII. Verhalten zum Casein. In eine Reihe von Kélbchen 
wurden je 10 ccm einer Lésung von Casein in ®/20-HCl (die 
Lésung 1: 1000 nach Grof hergestellt) und je 1,0, 0,35 und 
0,1 cem der zu vergleichenden Infusionen gefiillt; nach zehn- 
stiindigem Digerieren bei 15° C. in jedes der Kélbchen 1,0 cem 
einer gesattigten Natriumacetatlésung gebracht. Die Kélbchen 
mit 1,0 ccm blieben fast durchsichtig, die zweiten gaben eine 
schwache, die dritten eine scharf ausgepriagte Triibung. Obwohl 
dieses Verfahren nicht besonders priizise ist, so kann man 
doch in Anbetracht dessen, daB bei der Wiederholung des 
Versuches analoge Resultate erhalten wurden, schliefen, dab 
auf die gleiche Verdauungskraft gegeniiber Fibrin ge- 
brachte Hecht- und Hundeinfusionen mit fast gleicher 
Kraft auf Casein wirken. 

VII. Verhalten zum Edestin. (Verfahren von Fuld 
und Hirayama.) In eine Reihe von Reagenzgliischen wurden 
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je 1,0 ccm der 2, 4, 8 usw. mal verdiinnten Infusion und je 
2,0 ccm einer LOsung von 1,0 g Edestin in 1000 ccm "/20-HCl 
gebracht; nach halbstiindigem Digerieren bei 16° C. wurden 
zu dem Inhalt aller Gliischen je 8 Tropfen gesittigter Koch- 
salzlosung hinzugesetzt; in den Reagenzgliischen mit Hecht- 
infusion blieb die Flissigkeit bei der 2- und 4maligen Ver- 
diinnung, in denen mit der Hundeinfusion — bei einer solchen 
von 2, 4 und 8mal ungetriibt. Analoge Verhiltnisse erhielt 
ich bei der Wiederholung desselben Versuches, wobei die Ver- 
dauungszeit von 30 Minuten bis zu 1 und 1!/2 Substanz vari- 
ierte; die Hechtinfusion, die der fibrinverdauenden 
Kraft nach der Hundeinfusion gleichkam, verdaute 
Edestin 2—4mal schwicher als die letztere. 

IX. Verhalten zum Elastin. Zu je 10 ccm der zu 
vergleichenden Infusionen je 1,0 g trockenen entfetteten gemaf 
den Hinweisen von Abderhalden und Strauch zubereiteten 
Elastins hinzugesetzt. Die Gemische 1 Stunde lang bei Zimmer- 
temperatur (ca. 16° C.) stehen gelassen und sodann filtriert. 
Zu je 1 ccm jedes Filtrats je 2 cem einer 30°/oigen NaOH- 
Lisung und aus einer Biirette 1°/oige CuSO,-Lésung hinzu- 
gefiigt. Das Filtrat der Hundeinfusion ergab eine deutliche Biuret- 
reaktion und erforderte 2,5 ccm CuSO, zur Vernichtung der 
violetten Farbung, wahrend das Filtrat der Hechtinfusion nach 
Zusatz der ersten CuSO,-Tropfen eine sehr schwach violette 
Farbung zeigte, die auf Zusatz von einigen weiteren Tropfen 
schnell verschwand. 

X. Derselbe Versuch. Die Infusionen wurden 9 Stunden 
lang bei 15° C. mit Elastin stehen gelassen, sodann filtriert 
(F,), das Elastin gut mit Wasser ausgewaschen und im Laufe 
von 6 Stunden bei 15° C. mit 5 cem Wasser digeriert; auch 
diese zweite Infusion wurde filtriert (F,). Die ersten Filtrate 
(F,) wurden mit den entsprechenden urspriinglichen Infusionen 
(Kontr.) auf die gleiche fibrinverdauende Kraft gebracht, wobei 
die erhaltenen Gemische zur Abschwichung der hemmen- 
den Wirkung der Albumosen noch 4mal mit "/20-HCl ver- 
diinnt wurden. 
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ease baa ogee ™ 1? 
(hela ie: ___an Karmin-Fibrin nes: pallida 
F, | F, Kontrolle | F, Pepsins 
Hecht . 2,0 |sehr schwach 2 : 1 ca. ‘/2 
Hund . 11,5 5,0—6,0 16 1 >» 1/s6 











Ein analoges Resultat gab ein anderer Versuch mit 
schwiicheren (5mal verdiinnten) Infusionen. 

Folglich verdaut das Hechtpepsin im Vergleich 
zu dem des Hundes Elastin sehr schwach und wird 
vom letzteren in viel geringerem Mabe adsorbiert als 
das Hundepepsin. 

Auf Grund aller angefiihrten Versuche libt sich schliefen, 
dafi sich das Hechtpepsin vom Hundepepsin nicht nur 
durch seine geringe Widerstandskraft gegentiber der 
zerstorenden Wirkung der Erwirmung im Brutschrank, 
sondern auch durch ein ungleiches Verhalten zu den 
verschiedenen Eiweibarten auszeichnet. Dasselbe ver- 
daut Fibrin, Serumeiweif und Casein gut, zeigt aber 
im Vergleich zum Hundepepsin eine geringere ver- 
dauende Kraft dem Edestin und eine noch geringere 
dem Hiihnereiweif und Elastin gegeniber. 


B. Verhalten zur Aciditat des Reaktionsmediums. 

In der Literatur sind bereits Hinweise darauf vorhanden, 
daB sich die Pepsine verschiedener Tiere verschiedenen Saéuren 
und deren Gehalt in der Lésung gegeniiber nicht gleich ver- 
halten. So z. B. hat Wroblewski gefunden, dafi die Pepsine 
des Kindes, des Hundes und des Schweines sich verschiedenen 
Siuren gegeniiber verschieden verhalten. Sawitsch hat vor 
kurzem nachgewiesen, daB sich das Hundepepsin von dem der 
Wiederkiiuer durch eine geringere Empfindlichkeit gegeniiber 
der zerst6renden Wirkung der HCl beim Erwiirmen im Brut- 
schrank auszeichnet. Beziiglich des Fischpepsins ist eine 
Reihe von Beobachtungen (Richet, Richet und Mourrut, 
Weinland, Yung, van Herwerden u. a.) vorhanden, die 
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fast ausschlieBlich die Haifische und Rochen und andere Se- 
lachier betreffen; diesen Beobachtungen zufolge enthalt der 
Magensaft dieser Fische viel mehr Siéure, als die Safte der 
Warmbliiter, und bewahrt seine Verdauungskraft bei einer so 
hohen Aciditaét (2,0—2,5°/o HCl), bei der die Warmbliitersafte 
sich als nicht mehr wirksam erweisen. Was nun das Hecht- 
pepsin anbelangt, so hat, worauf bereits oben hingewiesen 
wurde, Hammarsten gezeigt, dali dasselbe bei Erwarmung 
im Brutschrank sogar bei Gegenwart von nur 0,2°/o HCl ver- 
hiltnismabig leicht zerstért wird. 

Zur Aufklirung der Einwirkung der HCl-Menge auf die 
Verdauungskraft des Hecht- und Hundepepsins wurden folgende 
Versuche angestellt. 

XI. Verdauungskraft nach Mett (in mm) bei verschie- 
dener Aciditiit im Laufe von 24 Stunden bei 15—16° C. Die In- 
fusionen wie oben auf die gleiche fibrinverdauende Kraft gebracht. 








Aciditat . n/eo-HCl n/go-HCl n/;-HCl 





Serum Hiihnereiweif| Serum Hiihnereiweif| Serum Hiihnereiweif 





—_— 


Hecht. .| 7,0 | 0 9.0 | 0 5,0 | 0 
Hund. .]| 32 | ca. 0,1 6,7 | 1,0 4d | 0,2 











Fiir beide Infusionen lag das Verdauungsoptimum bei 
n/20-HCl. Die Verminderung der Aciditiét auf ™/s6o-HCl setzte 
die Kraft der Hechtinfusion weniger als um 2mal (9? : 7? = 
81: 49), die der Hundeinfusion mehr als um 4mal (45 : 10,1) 
herab. Die Erhéhung der Aciditit auf "':7 hemmt hingegen 
die Wirkung der Hechtinfusion in etwas hédherem Grade als 
die der Hundeinfusion. Auf Htihnereiweifi blieb die Hecht- 
infusion, wie in den vorgehenden Versuchen, fast unwirksam. 

XII. Der gleiche Versuch. Serumeiweifiverdauung nach 
Mett bei einer Aciditiét von "/g0- und ®/5s-HCl im Laufe von 


18 Stunden bei 15—16° C. 
te} 


Aciditat | N/eo-HCl n/s-HCl 





aa oe ae ee 7: 6,0 1,3 
ee ee ae 4,0 2,0 
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In diesem Versuch tritt der Unterschied zwischen der 
Hecht- und Hundeinfusion noch schirfer hervor. Bei der Er- 
hdhung der Aciditiit vermindert sich die Verdauungskraft der 
Hechtinfusion um ca. 20mal, die der Hundeinfusion nur um 
4mal, weshalb die erstere, die bei "/20-HCl von. stirkerer 
Wirkung war als die letztere, sich bei der Aciditét ®s5-HCl 
als bedeutend schwacher erwies. Bei einem Kontrollversuch 
mit den wieder auf die gleiche Aciditét ("/20-HCl) gebrachten 
Infusionen erwies sich, daf die Hechtinfusion nach 18stiindigem 
Stehen mit "/5-HC] nur um etwas weniger als 2mal abge- 
schwiicht war; folglich war in diesem Versuche eine gewisse 
Zerstorung des Fermentes erfolgt; dieselbe war jedoch so 
geringfiigig, dafi sich die Verminderung der Verdauungskraft 
um 20mal hierdurch allein nicht erkliren lie. 

Um die Verdauungszeit méglichst abzukiirzen und dadurch 
die Zerst6rung des Ferments auf ein Minimum herabzusetzen, 
habe ich analoge Versuche mit Edestin und Fibrin angestellt. 

XIII. Dasselbe wie in Versuch VIII, wobei die Infusionen 
und die Edestinlésung in dem einem Falle die Aciditét "/s0-HCl, 
in dem anderen eine solche von ®/s-HCl aufwiesen bei in beiden 
Fallen vollkommen gleichen Verdtinnungsstufen. Nach 30 Minuten 
wihrendem Digerieren bei 16° C. erwies sich, daB die Hecht- 
infusion bei "/4. eine um 4mal und bei "/s-HCI eine um Smal 
geringere Verdauungskraft besitzt als die Hundeinfusion. Ein 
Kontrollversuch mit Karmin-Fibrin zeigte, dafi wahrend dieses 
Zeitraumes keinerlei Zerst6rung der Fermente erfolgt war. 

XIV. In zwei Reihen Reagenzglaschen von gleichem Durch- 
messer je 5 ccm HCl von verschiedener Aciditit — ®/5, ®/10, 
N20, "/40, "/so0 — gefiillt, sodann in die Reagenzglischen der 
einen Reihe je 1,0 cem Hechtinfusion, in die der anderen je 
die gleiche Menge Hundeinfusion getan; in alle Gliischen gleiche 
Mengen Karmin-Fibrin gebracht. Nach einigen Minuten er- 
wiesen sich die mittleren Reagenzgliischen gleich stark gefiirbt, 
wiahrend die duferen einen betrachtlichen Unterschied in der 
Farbung aufwiesen: die Hechtinfusion ergab bei ®/so-HC! fast 
die gleiche Fiirbung wie bei ®/40 und "/20, farbte sich aber bei 
N's fast gar nicht; hingegen firbte sich die Hundeinfusion bei 
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n's-HCl gut und gab bei ®/s0-HCl keine Farbung. Die ange- 
stellten Kontrollversuche zeigten, daB in diesem Falle nicht die 
geringste Zerstdrung des Hechtpepsins bei ®/s-HCl erfolgt war. 

Diese Versuche fiihren zu der Schlubfolgerung, daB das 
Hechtpepsin im Vergleich zum Hundepepsin fiir die 
Wirkung bei einer niedrigeren Aciditéit angepaBt ist. 

Wir haben oben (Vers. IX und X) gesehen, dafi das 
Hechtpepsin bei "/20-HCl Elastin verdaut und von letzterem in 
geringem Grade adsorbiert wird. Nun war es interessant, klar- 
zustellen, wie sich denn dasselbe Pepsin bei einer geringeren 
Aciditit dem Elastin gegentiber verhilt. 

XV. Die in Vers. X benutzte Hechtinfusion 5 mal mit 
Wasser verdiinnt, was die Aciditiét ®/100 ergab. Nach 9stiin- 
digem Stehen mit Elastin bei 15° C. (dieser Versuch wurde 
parallel zu Vers. X durchgefiihrt) abfiltriert. Bei Vergleich der 
urspriinglichen (Kontroll-)Infusion mit dem Filtrat erwies sich, 
dafi das letztere 6—7 mal weniger Pepsin enthielt als die 
Kontrollésung; folglich wird das Hechtpepsin bei der Aciditit 
n/;00-HCl vom Elastin in bedeutend héherem Grade adsorbiert 
als bei ®/20-HC1. 

XVI. Eine starke Hechtmageninfusion ("/20-HCl) in 2 Por- 
tionen geteilt. Die eine (A) 10 mal mit Wasser ("/200), die 
andere (B) ebensoviel mal mit ®/20-HCl verdiinnt ("/20); beide 
Portionen wurden 8 Stunden mit Elastin bei 16° C. stehen 
gelassen und sodann filtriert. Die Vergleichung der Filtrate 
mit den urspriinglichen Lésungen zeigte, daf A mehr als 7/s, 
B nur ungefiihr die Halfte seiner Verdauungskraft einge- 
biibt hatte. Das gut ausgewaschene Elastin !/2 Stunde mit 
5 cem ™/20-HCl bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die 
hiernach erhaltenen (zweiten) Filtrate wurden auf die gleiche 
Verdauungskraft dem Karmin-Fibrin gegeniiber gebracht; das 
Filtrat A gab nach 15 Minuten eine scharf ausgeprigte, das 
Filtrat B fast gar keine Firbung. Folglich wird das Hecht- 
pepsin bei sehr niedriger Aciditiét ("/100—"/200-HCl) viel 
besser vom Elastin adsorbiert als bei ®/2o-HCl — der 
gewOhnlichen Aciditét der kiinstlichen Verdauungs- 
versuche. In dieser Hinsicht weist das Hechtpepsin eine 
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betriichtliche Ahnlichkeit mit dem Chymosin der Kalbsinfu- 
sion auf.!) 

Diese Fahigkeit des Hechtpepsins, bei verhiltnismibig 
geringer Aciditaét des Reaktionsmediums zu wirken, tritt auch in 
den hier folgenden Koagulationsversuchen hervor. 

XVII. Hecht-, Hunde- und Kalbsmageninfusion (®/20-HC1) 
durch entsprechende Verdiinnung mit " 20-HCl auf die gleiche 
milchkoagulierende Kraft (ca. 70‘ bei Zusatz von 0,5 ecm 
saurer LOsung zu 5 cem Milch bei 40° C.) gebracht. Die Ab- 
nahme der Aciditiit der Milch infolge von Zusatz von 0,25 ccm 
n'30-NaOH zu 5 ccm Milch wirkte in folgender Weise auf die 
milchkoagulierende Kraft dieser 3 Infusionen: 

Hecht ohne NaOH koag. in 70“, mit NaOH koag. in 210“ 
Hund » > >» » 10", >» » >»  » 1200” (= 20’), 
Kalb» > » » 67", >» » »  » 160" 

Derartige Versuche wurden vielmals und stets mit dem 
gleichen Resultat angestellt; die Abnahme der Aciditét der 
Milch tibte auf das Ferment der Hechtinfusion eine in gerin- 
gerem Grade hemmende Wirkung aus, als auf das Hunde- 
pepsin und eine etwas grOBere, als auf das Chymosin der 
Kalbsinfusion. Diese geringe Empfindlichkeit des Hechtpepsins 
gegeniiber der Abnahme der Aciditét des Reaktionsmediums, 
die dasselbe in dieser Hinsicht dem Chymosin an die Seite 
stellt, gab seinerzeit Bang Anlab, das Vorhandensein von 
echtem Chymosin im Hechtmagen zu vermuten. Ganz abge- 
sehen davon, dafi eine derartige Annahme vom allgemein bio- 
logischen Standpunkt als nicht gerechtfertigt erscheint, muh 
dieselbe noch deshalb als unbegriindet bezeichnet werden, weil 
1. die Hechtmageninfusion die gleiche Eigenschaft auch bei 
der Verdauung von anderen Eiweifstoffen (Fibrin, Serumeiweib, 
Edestin) zeigt und sich hier also derjenige Parallelismus 
zwischen milchkoagulierender und eiweifverdauender Wirkung 
dufert, der eins der wichtigsten Argumente der I[dentitatstheorie 
ausmacht und weil 2. beide Wirkungen in der Hechtinfusion 
untrennbar miteinander verbunden sind; sogar ein so itiber- 


') Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 338—340. 
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zeugter Anhanger der Dualitat, wie Hammarsten (11) gibt an, 
dafi bei der Erwiirmung der Hechtinfusion im Brutschrank 
beide Wirkungen gleichzeitig erléschen!). 

Somit gelangen wir auf Grund der Vergleichung der 
Hecht- und Hundeinfusion zu der Schlubfolgerung, da sich 
die Pepsine dieser Tiere voneinander auch durch ihr 
ungleiches Verhalten zu den Bedingungen des Reak- 
tionsmediums unterscheiden. Das Hechtpepsin ist fiir 
die Wirkung bei niedriger Aciditéit angepaBbt und ist 
in dieser Hinsicht scharf von dem der Haifische und 
anderer Selachier unterschieden. Daher ist anzunehmen, 
daB der Magensaft des Hechtes im Gegensatz zu dem der 
Selachier eine nur sehr geringe Aciditat besitzt.*) 


C. Einflu& der Temperatur. 

Mit der Erhéhung der Temperatur nimmt die Geschwin- 
digkeit der fermentativen, wie auch jeder anderen Reaktion 
zu. Das beweist ein einfacher Versuch mit Karmin-Fibrin: 
bei Zimmertemperatur gibt sowohl die Hunde- als auch die 
Hechtinfusion die Fiirbung friiher als bei 0°, und im Brut- 
schrank friiher als bei Zimmertemperatur. Gleichzeitig wird 
aber auch eine andere Reaktion — die Zerst6rung des Fer- 
ments beschleunigt. Somit sind an der Einwirkung der Tem- 
peratur auf die Fermentreaktionen zwei Faktoren beteiligt: 
a) die direkte Beschleunigung der Reaktion und b) die Ver- 
langsamung der Reaktion infolge der allmiéhlichen Inaktivie- 
rung des Ferments, die schlieflich zu volliger Zerstorung 
des letzteren fiihrt. 

Unzweifelhaft wirkt der zweite Faktor — die Inaktivie- 
rung mit dem Temperaturaufstieg — nicht in gleicher Weise 
1) Die Methoden, mit deren Hilfe es mir gelang, die Selbstindigkeit 
des Chymosins der Kalbsmageninfusion festzustellen, versagten bei An- 
wendung auf die Hechtinfusion. Diese Versuche habe ich ausfithrlich in 
russischer Sprache beschrieben (Untersuchungen zur Frage von der Iden- 
litiit des Pepsins und Chymosins. Diss., Kiew, 1912, S. 147—153). 

*) Diese Annahme stimmt mit den Daten von Richet (25) iiberein, 
der angibt, daf§ der Mageninhalt des Hechtes im Vergleich zu dem der 
Haifische eine viel geringere Aciditiét (ca. 0,6°/o auf HCl berechnet) be- 


sitzt (S. 242). 
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auf das Pepsin des Hechtes und des Hundes. Pawlow und 
Parastschuk haben bei langandauernder Erwirmung von 
Hundemagensaft im Brutschrank ein sehr langsames Erlischen 
seiner fermentativen Kraft beobachtet, die sogar nach 11/2 Mo- 
naten noch nicht vollig zerstért war. Anderseits hat Ham- 
marsten gefunden, daf, wie bereits oben erwiéhnt wurde, 
das Hechtpepsin bei der Erwarmung in einem sauren Reaktions- 
medium sehr schnell (in einigen Stunden) zerstért wird. Solch 
ein verschiedenes Verhalten des Hecht- und Hundepepsins der 
zerstOrenden Wirkung der Erwiarmung gegeniiber tritt in den 
folgenden Versuchen scharf hervor. 

XVIII. Hecht- und Hundenmageninfusivn (®/20-HCl) bei 
gleichem Gehalt an Albumosen und anderen Beimengungen 
bei Zimmertemperatur auf die gleiche fibrinverdauende Kraft 
gebracht und bei 39° C. auf verschieden lange Zeit in deh 
Brutschrank gestellt. Die Messung der Verdauungskraft mit 
Hilfe von Karmin-Fibrin nach der oben beschriebenen Ver- 
diinnungsmethode ergab fiir die verschieden lange Zeit er- 
wirmten Portionen ungefahr die folgenden relativen Werte: 














- __Dauer der Erwirmung in Stunden 

0 | &@), & | € | mie 

Hecht . ..| 100 |ca. 100! 50 | 20-17| 9-7 | 5~3 | 0 
Hund ... ca. 100 in allen Portionen 


XIX. Wisserige Extrakte von Hecht- und Hundemagen- 
schleimhaut (in Gegenwart von geringen Mengen Calciumcar- 
bonat) wurden filtriert und in mehrere Portionen geteilt, von 
denen die ersten mit Wasser, die folgenden jedoch mit Wasser 
und HCl, und zwar in solchen Proportionen verdiinnt wurden, 
da8 der HCl-Gehalt "/so, "/20 und "/z entsprach. Jede Portion 
in 2 Teile geteilt, der eine 3 Stunden im Brutschrank stehen 
gelassen, der andere kalt aufbewahrt. Nun ergab, nachdem 
alle Portionen auf ®/20-HCl gebracht worden, die Messung 
der Verdauungskraft an Karmin-Fibrin die folgenden relativen 
Werte (die Kraft der nicht erwarmten Infusionen mit 100 ange- 
nommen): 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 24 
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| Neutral | n/so-HC] | nfo-HCl | 1/7-HCI 
Hecht ..... / 100 | ca. 100 | ca.50 | 0 
OS eS | ca. 100 in allen Portionen 


Diese beiden Versuche bestatigen die Hammarstensche 
Beobachtung. Bei der Erwérmung in einem sauren 
Medium wird die Hechtinfusion partiell oder total in 
so kurzer Zeit (in einigen Stunden) inaktiviert, waihrend 
welcher die den gleichen Bedingungen ausgesetzte 
Hundeinfusion keinerlei merkliche Verandernngen er- 
leidet. Je hédher die Aciditaét, desto stirker ist die 
zerst6rende Wirkung der Erwairmung auf die Hecht- 
infusion; bei der Aciditét von ™/7 war die letztere nach 
3 stiindigem Erwarmen bereits vollig unwirksam, wahrend die 
neutrale Infusion sogar nach weiterem 20stiindigem Stehen im 
Brutschrank und sodann erfolgter Ansiuerung sich als ebenso 
stark erwies, wie die nicht erwiérmte. 

In diesem verschiedenen Verhalten zu der zerst6renden 
Wirkung der Erwirmung kommt das NichtangepaStsein des 
Hechtpepsins an eine fir dieses Tier ungewohnliche Tem- 
peratur, oder besser die Anpassung des Warmbliiterpepsins 
an die Existenz bei Korpertemperatur zum Ausdruck. 

Wie verhalten sich denn nun die hier verglichenen Fer- 
mente dem ersten Faktor — der beschleunigenden Wirkung 
des Temperaturaufstiegs auf die fermentative Reaktion selbst 
(d. h. in unserem Falle — auf die Reaktion der Kiweifhydro- 
lyse) gegeniiber? Die experimentelle Losung dieser Frage ist 
nur unter der Bedingung méglich, wenn der Einflu6B des zweiten 
Faktors vollig ausgeschlossen oder auf ein Minimum herab- 
gesetzt ist, d.h. wenn infolge der entsprechenden Versuchs- 
anordnung das Ferment seine Wirkung duBern konnte, bevor 
es infolge der eintretenden Inaktivierung eine merkliche Ab- 
schwiichung seiner Kraft erfiihrt. Angesichts dieser Erwagungen 
wurden fiir die folgenden Versuche die empfindlichsten Sub- 
strate — Serum, Edestin und Karmin-Fibrin — benutzt und die 
Versuche bei verhiltnismabig niedrigen Temperaturen durch- 
gefiihrt. AuBerdem wurden stets gleichzeitige Kontrollversuche 
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auf die Inaktivierung des Ferments vorgenommen, die in der 
Vergleichung der bei bestimmter Temperatur erwirmten In- 
fusion mit der bei 0° aufbewahrten bestanden. 

XX. Serumeiweifverdauung nach Mett. Die In- 
fusionen wie oben auf die gleiche fibrinverdauende Kraft ge- 
bracht. Aciditaét ®/20-HCI. 














Bei 20°C. | Bei OCC 

18 Stunden 18 Stunden | 48 Stunden 
We ae es 4.5 mm ca. 0.5mm | 3,1 mm 
ee 5,0» >» OO » 2,0 » 








Bei 20° verdaut die Hechtinfusion etwas schwacher als 
die Hundeinfusion, bei 0° erfolgt die umgekehrte Erscheinung. 
Dieser Unterschied in der Wirkung 1laBt sich nicht durch die 
Inaktivierung des Hechtpepsins wihrend des Digerierens bei 
20° erkliren, da der Kontrollversuch mit Karmin-Fibrin zeigte, 
dafi die Hechtinfusion nach 18stiindigem Stehen bei 20° C. 
ihre Kraft nicht merklich geéandert hatte. 

XXI. Verdauung von Edestin (vgl. Vers. VIII und XIII) 
bei ®/20-HCl. Die Infusionen auf die gleiche fibrinverdauende 
Kraft gebracht. Edestinverdauung im Laufe von 1 St. 40 Min. bei 
18° C. und bei 0°. Die Resultate sind auf folgender Tabelle darge- 
stellt (mit -+- sind die Verdiinnungen, bei welchen die Portionen 
nach dem Zusatz von NaCl-Lésung ungetriibt blieben, bezeichnet). 











amidase TSE pare aL 
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Verdiinnungsgrad 2- | 4- | 8- 16- | 32- | 64- /128-mal 
] | an a _ 
mv Te ee | 
Hund | +/+ /]/+/+/+/)+) -_ 
Hecht —;—}]—j|]-— — 
mee Tr |? | 
Hund | +] +] +/—]—-/]—] - 














Die Hechtinfusion verdaut Edestin bei 18° C. um 4mal, 
bei 0° nur um 2mal schwiacher als die Hundeinfusion. Dieser 
Unterschied laft sich nicht durch eine partielle Inaktivierung 
des Hechtpepsins erklaren, da durch Kontrollversuche festge- 
stellt wurde, daB die Verdauungskraft der Hechtinfusion im 
Laufe von 1 St. 40 Min. bei Zimmertemperatur keine merk- 
liche Veréinderung erfahren hatte. 


24* 
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XXII. Fibrinverdauung. Die Infusionen auf die gleiche 
fibrinverdauende Kraft bei Zimmertemperatur gebracht und 
sodann nach ihrer Wirkung bei 0° verglichen; im letzteren 
Falle (bei 0°) ergab die Hechtinfusion eine intensivere Farbung 
als die Hundeinfusion. Die Ergebnisse der Vergleichung der 
fibrinverdauenden Kraft bei verschiedener Temperatur sind auf 
der untenstehenden Tabelle verzeichnet, wobei diejenigen Por- 
tionen, die nach dem gleichen Zeitraum (30 Min.) den gleichen 
Farbenton ergaben, durch das gleiche Zeichen kenntlich ge- 
macht sind. 














Verdiinnungsgrad 1- | 9. | he | 8- | 16- | 32-mal 
| | 7 
Hecht _ 
Bei 18°C, se i Ue a 
____|_ Hund IA+tt +ttl +] —- 





Bei 0° “a ok ul ae i ~~. _ 

Cee ee es ee 
Die Hechtinfusion, die bei Zimmertemperatur ihrer Ver- 
dauungskraft nach der Hundeinfusion gleichkam, erwies sich 
bei 0° als um zweimal stérker wirkend. Somit ergibt sich in 
diesem Versuche, ebenso wie in den beiden vorhergehenden, 
ein neuer Unterschied zwischen den beiden verglichenen In- 
fusionen, und zwar das ungleiche Verhalten gegeniiber 
dem ersten Faktor — der Beschleunigung des fer- 
mentativen Prozesses mit der Temperaturerhohung. 
Wenn mit der Temperaturerniedrigung die Wirkung des Hecht- 
pepsins in geringerem Grade gehemmt wird, als die des Hunde- 
pepsins, so sind wir auch zu der umgekehrten Schlubfolgerung 
berechtigt, daB mit der TemperaturerhOhung die Geschwindig- 
keit der durch das Hechtpepsin bewirkten Reaktion in ge- 
ringerem Grade erhdht wird. Folglich hat der Geschwin- 
digkeitsquotient!) in den Grenzen 0° bis 20° C. einen 

















') Gemifs der empirisch von van’t Hoff gefundenen Regel wachst 
die Geschwindigkeit einer chemischen Reaktion mit einem Temperatur- 
aufstieg von 10° C. um das 2—3fache. Diese Regel erwies sich auch 
auf die fermentativen Prozesse anwendbar, aber natiirlich nur in :.olchen 
Temperaturgrenzen, in denen keine Schiadigung des Fermentes selbst 
erfolgt. Verschiedene Autoren haben fiir die verschiedenen Fermente 
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betrachtlich gréferen Wert fiir das Hundepepsin als 
fiir das Hechtpepsin. 


Schlubfolgerungen. 


Die Pepsine des Hechtes und des Hundes sind 
nicht identisch. Das Hechtpepsin unterscheidet sich von 
dem des Hundes durch eine ganze Reihe von Eigentiimlich- 
keiten, die sich in folgendem déufern: 

1. Im Verhalten den verschiedenen Eiweibarten 
gegentiber. Das Hechtpepsin verdaut gut Fibrin, Se- 
rumeiweifi und Casein, entfaltet aber im Vergleich 
zum Hundepepsin eine geringere Verdauungskraft 
dem Edestin und eine noch geringere dem Hiihnerei- 
weifi und dem Elastin gegeniber. . 

2. Im Verhalten zur Aciditét des Reaktionsme- 
diums. Das Hechtpepsin ist fiir die Wirkung bei einer 
niedrigeren Aciditat angepabt, und diese seine Ei- 
genschaft aufert sich sowohl in seiner eiweifbver- 
dauenden und milchkoagulierenden Wirkung, als auch 
bei der Adsorption durch Elastin. 

3. Im Verhalten zur Temperatur des Reaktions- 
mediums. 

a) Das Hechtpepsin ist im Vergleich zum Hunde- 
pepsin der zerstOrenden Einwirkung der Erwarmung 
in einem sauren Reaktionsmedium gegeniiber sehr 
wenig widerstandsfahig. 

b) Der Geschwindigkeitsquotient ist (in den 
Grenzen 0—20° C.) fiir das Hechtpepsin niedriger als 
fir das Hundepepsin, weshalb eine Temperaturer- . 
niedrigung bis 0° auf das Hechtpepsin eine in gerin- 
gerem Grade hemmende Wirkung ausibt, als auf das 





(Invertin, Emulsin, Lipase u. a.) den Wert des Geschwindigkeitsquotienten 
(Q,,) im Mittel mit ca. 1,5—3,0 und ausnahmsweise mit 5,0 und etwas 
mehr angegeben. (Vgl. Cohen, S. 51, Bayliss, S. 55, Euler, S. 329.) 
Speziell fiir das Pepsin hat Herzog unter Benutzung der Mettschen 
Methode fiir Q,, den Wert 2,28 in den Grenzen 19—29° C. erhalten (S. 190). 
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Hundepepsin, wihrend eine Temperaturerhéhung im 


umgekehrten Sinne wirkt. 
In biologischer Hinsicht erscheint der an letzter Stelle 


aufgefiihrte Unterschied und zwar das Verhalten zur Tempe- 
ratur von besonderer Bedeutung, da sich hier ein Okologismus, 
ein Angepabtsein der Pepsine an die Existenz und 
Arbeit bei den Koérpertemperaturen der hier vergli- 
chenen Tierarten offenbart. 

Diese SchluBfolgerungen fiihren zu einer Reihe von neuen 
Fragen — sowohl hinsichtlich der Eigenschaften der tibrigen 
Verdauungsfermente derselben Tierarten (Hecht und Hund), 
als auch hinsichtlich der Pepsine und tibrigen Verdauungs- 
fermente anderer Kalt- und Warmbliiter. Diesbeziigliche For- 
schungen sind gegenwartig in unserem Laboratorium im Gange; 
einige von ihnen sind bereits abgeschlossen und sollen in 
allernichster Zeit verGffentlicht werden. 
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Weitere Beitrage zur Kenntnis einfacher Pflanzenbasen. 
Von 
Georg Trier. 





(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Mai 1913.) 





Bis zum Jahre 1909 waren nur zwei Pflanzenbetaine 
niher bekannt gewesen, das bereits im Jahre 1863 entdeckte 
Betain (N-Trimethylammoniumessigsaure) und das im Jahre 1885 
aufgefundene Trigonellin. Seitdem wir vor vier Jahren mit der 
niheren Untersuchung des Stachydrins die Arbeiten iiber die 
in den Pflanzen auftretenden Betaine aufgenommen hatten, ist 
die Zahl dieser Verbindungen um eine Reihe neuer Glieder 
vermehrt worden.!) Bei diesen Untersuchungen trat es immer 
deutlicher zutage, daB die Pflanzenbetaine als einfachste Alka- 
loide zu betrachten sind, deren natiirliche Entstehung durch 
eine vollstindige Methylierung der die Eiweifstoffe aufbauenden 
Aminosiiuren zu denken ist. Eine indirekte Bekraftigung erfuhr 
diese Anschauung dadurch, daf die Existenz einer, als betain- 
artige Verbindung beschriebenen Base, des Chrysanthemins, 
deren recht komplizierte Konstitutionsformel keine Beziehung 
zu Eiweifspaltungsprodukten erkennen lief, in Frage gestellt 


‘) Eine zusammenfassende Darstellung gibt meine vor einigen 
Monaten erschienene Schrift: Uber einfache Pflanzenbasen und ihre-Be- 
ziehungen zum Aufbau der Eiweifstoffe und Lecithine. Berlin 1912. 
Gebriider Borntraiger. Auf diese Schrift wird noch éfters zu verweisen 
sein. Die neuesten Ergebnisse der Betainforschung siehe bei Engeland 
und Kutscher (Zentralblatt f. Physiol., Bd. 26, S. 569, 1912); Barger 
und Ewins (Biochem. Journ., Bd. 7, Nr. 2, 1913) [Herzynin]; D. Acker- 
mann (Zeitschrift f. Biol., Bd. 59, S. 433, 1912) [Myokynin]; A. King 
und G. Trier (Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 209, 1913); A. King (Diese 
Zeitschrift, Bd. 85, S. 217, 1913); [Betonicin und Turicin]. 
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worden ist, da bei einer Untersuchung des sogenannten ~«dal- 
matinischen Insektenpulvers» an Stelle des Chrysanthemins ein 
Gemisch von Basen erhalten wurde, aus welchem Cholin und 
Stachydrin isoliert werden konnten,') 

Vor der Auffindung der Konstitution des Stachydrins war 
dieser nahe Zusammenhang zwischen den Aminosduren der 
Eiweifstoffe und den Betainen nicht zu erkennen gewesen, denn 
das Trigonellin zeigte diese Beziehung zu den Spaltungspro- 
dukten der Proteine nicht und fiir das Betain par excellence, 
das Glykokollbetain, wie es zweckmibig zu bezeichnen ist, 
stand eine andere Beziehung im Vordergrunde. Als Oxydations- 
produkt des Cholins war seine Entstehung und Bedeutung hin- 
langlich erklart, umsomehr als es von vielen als Spaltungs- 
produkt von Lecithinen, gleich dem Cholin, betrachtet wurde. 
Auch die dem Tierkorper eigentiimlichen Betaine zeigten dieses 
einfachste Verh4ltnis zu Eiweifbausteinen nicht. Nach den 
Untersuchungen von Takeda,?) Ackermann, Engeland und 
Kutscher’) entstehen diese (y-Butyrobetain, Carnitin) aus der 
Glutaminséure, welche zunachst zu y-Aminobutterséure ab- 
gebaut wird. Eine dhnliche Abstammung wie die genannten 
Betaine kénnte auch das von Kutscher und Ackermann‘) 
aus Krabbenextrakt isolierte Methylpyridinammoniumhydroxyd 


besitzen: 

COOH COOH CO 0 

| | i>. 

CH, CH, CH, | 

| | | 

CH, —— 7 ——— eh | 

| | | 
CH—NH, CH,— NH, CH,—N==(CH,), 
COOH 
Glutaminsdaure. y-Aminobuttersaure. -Butyrobetain. 





1) K. Yoshimura und G. Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 290 
(1912). 

*) Takeda, Pfliigers Archiv, Bd. 133, S. 365 (1910). 

%) Ackermann u. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 265 (1910). 
Ackermann, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 273 (1910). 
Engeland u. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 282 (1910). 

*) Kutscher und Ackermann, Zeitschrift f. Unters. d. Nahrungs- 

und Genufimittel, Bd. 14, S. 687 (1907). 
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CH CH CH 
Js Js JS 
HC  C—COOH HC CH HC CH 
I | i: a a ' 
HC CH HC CH HC CH 
ie ae ed 
N N NOH 
CH, 
Nicotinsdure. ') Pyridin. N-Methylpyridin- 


ammoniumhydroxyd. 

Die Auffassung der Pflanzenbetaine als Spaltungsprodukte 
von Lecithinen oder Phosphatiden gewann noch an Boden, als 
E. Winterstein und K. Smolenski?) die Angabe machten, 
bei der Hydrolyse eines Phosphatids aus Weizenmehl eine Base 
gefunden zu haben, die sie als Trigonellin ansprachen. Die 
friiher allein bekannten Pflanzenbetaine, Glykokollbetain und 
Trigonellin, erschienen im Lichte dieser Anschauungen als dem 
Cholin und den Aminoséuren physiologisch gleichwertige 
Substanzen. 

Eine kritische Durchsicht der Literaturangaben zeigte mir 
indessen, da fiir die Auffassung der Betaine als Spaltungs- 
produkte von Phosphatiden keine gentigenden Anhaltspunkte 
vorliigen, und da eine solche Funktion der Betaine auch wenig 
wahrscheinlich schien, so habe ich schon in meiner Dissertation, *) 
in welcher auch einige Bemerkungen tiber die Bedeutung der 
Betaine gemacht wurden, ihre mogliche Funktion als Bestand- 
teile von Phosphatiden nicht in Erwagung gezogen, die Pflanzen- 
betaine vielmehr als primitivste Formen der Alkaloid- 
bildung angesprochen. 

Die spiiteren Untersuchungen, sowohl an Pflanzenextrakten, 
wie an den, nach den Methoden der Lecithindarstellung ge- 
wonnenen Priiparaten, bestiitigten diese Anschauungen. Eine 
scheinbare Ausnahme, der Befund einer kleinen Menge Glykokoll- 
rr t) Die Nicotinsiure fanden Suzuki und Mitarbeiter in der Reis- 
kleie [Biochem. Zeitschrift, Bd. 43, S. 89 (1912)]. — Journ. Agric. Tokyo, 
Bd. 5, S. 59 (1913) 

2) KE. Winterstein und K. Smolenski, Diese Zeitschrift, Bd. 58, 
S. 506 (1909). 

’) Ein Beitrag zur Kenntnis der pflanzlichen Betaine und ihrer 
Bedeutung:. Das Stachydrin, seine Konstitution und seine Synthese. 


Ziirich 1910. 
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betain in einem Priiparat von Lecithin aus Hafersamen,') konnte, 
wie im folgenden gezeigt werden wird, eine geniigende Er- 
klirung finden. 

Nachdem ich festgestellt hatte, daB bei der Hydrolyse von 
Leguminosensamenlecithin (Phaseolus vulgaris)?) und Eilecithin °) 
eine Base auftritt, die als Aminodthylalkohol erkannt wurde, 
sollte gepriift werden, ob die gleiche Base, die wir der Ein- 
fachheit halber als Colamin bezeichneten,*) auch am Aufbau 
der Phosphatide von Cerealiensamen beteiligt sei, da nach den 
Untersuchungen von E. Winterstein und seinen Mitarbeitern 
sich diese Phosphatide von jenen der Leguminosensamen unter- 
scheiden sollten. Auf Vorschlag von Herrn Prof. E. Schulze 
wihlte ich hierzu Hafersamen. Da kurz vorher E. Schulze 
und U. Pfenninger') bei der Spaltung eines Priparats von 
Lecithin aus Hafersamen eine kleine Menge Glykokollbetain er- 
halten hatten, unsere tibrigen Beobachtungen aber gegen eine 
Beteiligung der Betaine am Aufbau von komplexen Pflanzen- 
stoffen sprachen,*) so sollte am gleichen Material der Befund 
einer nochmaligen Prifung unterzogen werden. Gleichzeitig 
sollten die widersprechenden Angaben iiber die in Hafersamen 
auftretenden Basen womdglich berichtigt werden. 

In den von mir untersuchten Extrakten aus Hafersamen 
lieBen sich Cholin und Betain in freier Form nachweisen. Da- 
gegen wurde kein Bbetain, wohl aber Colamin in dem aus den 
Samen gewonnenen Phosphatid isoliert. Der frihere Befund 
einer kleinen Menge Glykokollbetain wurde dahin gedeutet, dah 
im Falle der Hafersamen eine Abtrennung der nicht den Phos- 
phatiden angehdrigen Verbindungen durch die schleimige Be- 
schaffenheit der Extrakte erschwert ist und das _ beziigliche 
Praparat daher wahrscheinlich von den letzten Resten wasser- 
loslicher, adsorbierter Stoffe nicht befreit worden sein diirfte. 

Fiir die Identifizierung des Betains aus Hafersamen leistete 





‘) E. Schulze und U. Pfenninger, Diese Zeitschrift, Bd. 71, 
S. 174 (1911). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 383 (1911). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 496 (1912). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 80, S. 409 (1912). 

®) E.Schulze und G. Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 285 (1912). 
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das Platinat gute Dienste. Im allgemeinen eignen sich die Plati- 
nate der Betaine weniger gut fiir deren Erkennung. Die Art 
und Weise, wie die Formen der Platinsalze des Glykokollbetains 
ineinander tibergehen, scheint mir indessen so charakteristisch 
zu sein, dafs ich dieses Verhalten des Platinats zur Identi- 
fizierung des Betains empfehlen méchte. Weitere Angaben 
beziehen sich auf die Platinate, die ich von Trigonellin ver- 
schiedener Abstammung erhielt. 

Um das Verhalten des Colamins gegeniiber verschiedenen 
Reagentien, zwecks Bestimmung seiner Menge in den Lecithinen, 
sowie zur Verbesserung der Isolierungsmethode kennen zu lernen, 
wurden synthetische Priparate desselben im Apparate nach 
Herzig-Meyer und nach van Slyke untersucht, ferner die 
Fallbarkeit durch die bei der Aufarbeitung von Lecithinhydro- 
lysaten benutzten Alkaloidfallungsmittel gepriift. 

Mit den Fragen tiber die Entstehung und Bedeutung der 
Pflanzenbetaine stand im Zusammenhang die Konstitutionser- 
mittelung jener Basen, die das Arecolin in den Arecaniissen 
begleiten. Einmal war zu hoffen, in dem Arecain ein weiteres 
Pflanzenbetain sicherstellen zu kénnen, zum andern schien sich 
hier eine Méglichkeit zu 6ffnen, um auf die Art der Entstehung 
einfacher Pyridinbasen einiges Licht zu werfen. Die Anschau- 
ungen iiber die Konstitution der Basen Arecain und Guvacin 
und damit auch jene tiber die Art der Entstehung dieser Basen 
und des Trigonellins werden durch meine Beobachtungen tiber 
die Eigenschaften des dem Guvacin von Jahns‘) entsprechenden 
Priiparats unterstitzt. Leider war die Menge, die ich bis jetzt 
von diesem Priiparate gewinnen konnte, so gering, daB ich 
mich vorliufig mit einigen wenigen tatsaéchlichen Feststellungen 


begniigen mufte. 


~ 


1. Nachweis von Betain (Glykokollbetain) und Cholin im alkoholischen 
Extrakt von Hafergries. 


Nach den Angaben von A. Sanson?) soll der Hafer eine 
alkaloidartige Substanz von der Zusammensetzung C;,H,,NO,, 


1) KE. Jahns, Archiv d. Pharm., Bd. 229, S. 669 (1891). 
*) Compt. rend., Bd. 96, I, S. 75 (1883). 
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enthalten, welcher die eigenartige, anregende Wirkung des 
Hafers auf die Nerven der Pferde zukomme. Dieses, als 
Avenin bezeichnete Alkaloid wird als_nichtkrystallisierte, 
feinkérnige, dunkelbraune, in Alkohol leicht lésliche Substanz 
beschrieben. Bei einer Nachpriifung der Angaben Sansons 
erhielt E. Wrampelmeyer') bei Verwendung von nur 1 kg 
Hafer iiberhaupt keine Basen, d. h. seine Extrakte gaben 
mit den sogenannten Alkaloidfallungsmitteln keine Fillungen. 
E. Schulze?) wies dann mittels seiner Methode nach, daB man 
zwar schon in 1 kg Hafer basische Verbindungen nachweisen 
kénne, doch waren die erhaltenen Mengen gering. Selbst aus 
25 kg Hafermehl wurden nur so geringe Ausbeuten erzielt, 
daf die isolierten Verbindungen nicht analysiert werden konnten. 
Indessen durfte angenommen werden, dai der in Alkohol lés- 
liche Teil der erhaltenen salzsauren Salze «nach den Reak- 
tionen und nach dem Aussehen des Platindoppelsalzes» salz- 
saures Cholin war. Der unlosliche Anteil der salzsauren Salze 
wurde nach dem Aussehen und nach den Schmelzpunkten der 
beiden Chloraurate als Trigonellinchlorhydrat erkannt. 

In einer neueren Arbeit hat St. Weiser*) das Avenin 
ebenfalls nicht aufzufinden vermocht, aber darauf aufmerksam 
gemacht, daf nicht gentigend gereinigter Hafer Verunreinigungen 
mit anderen, alkaloidfiihrenden K6rnern enthalten kénne, und 
daf durch diesen Hinweis der Befund Sansons doch ver- 
stiindlich gemacht werden konnte. 

Eine als «Avenin» bezeichnete Substanz findet sich auch 
heute noch im Handel. Es handelt sich offenbar um ein Ei- 
weibpraparat aus Hafer. Die neuere wissenschaftliche Literatur 
liber die Eiweifstoffe des Hafers gebraucht diesen Namen 
nicht mehr. 

Das Betain C,H,,NO, ist in einer Reihe von Gramineen- 
samen nachgewiesen worden. Zuerst von E. Schulze‘) und 





1) Landwirtsch. Versuchsstation, Bd. 36, S. 299 (1889). 

*) Landwirtsch. Versuchsstation, Bd. 46, S. 47 (1896). 

8) St. Weiser, Pfliigers Archiv, Bd. 98, S. 623 (1903). 

*) Landwirtsch. Versuchsstation, Bd. 46, S. 23 (1896). — E.Schulze 
und Frankfurt, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 22, S. 1827 (1889). — 
E. Schulze und Castoro, Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 468. 
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seinen Mitarbeitern in den ruhenden Keimen und den Keim- 
lingen von Weizen und Gerste. Dann fand es VI. Stanék') 
im Korn und gab quantitative Methoden an zu seiner Be- 
stimmung in Roggen-, Weizen-, Haferkérnern und anderen 
Objekten. In spiteren Abhandlungen?) gibt V1. Stanék indessen 
ausdriicklich an, zwar in Roggen, Gerste und Weizen, nicht 
aber im Hafer das Betain aufgefunden zu haben. «Auffallig 
ist die Abwesenheit von Betain in der Erbse>», schreibt Stanék, 
«wo es durch das Trigonellin ersetzt ist, und im Hafer, wo 
in der Betainfraktion eine geringe Menge des Chlorhydrates 
einer Base enthalten war, deren nahere Bestimmung mir bis 
jetzt nicht gelungen ist. Vielleicht ist dies ebenfalls Trigonellin. » 

SchlieBlich ist hier noch der Befund von E. Schulze 
und U. Pfenninger®*) anzureihen, die Betain bei der Hydro- 
lyse eines Phosphatids aus Hafermehl erhielten. 

Fiir meine Untersuchungen verwendete ich zunichst die 
Waschwiasser von der Lecithingewinnung aus 12 kg feinem 
Hafergries. 

Der zuvor entfettete Hafergries war mit 95°/oigem Al- 
kohol bei 50—60° extrahiert worden, dann der alkoholische 
Extrakt mit Petrolaither (in einem kleineren Teil mit Athyl- 
iither) aufgenommen und in Scheidetrichtern unter Zusatz von 
Kochsalz wiederholt mit Wasser durchgeschiittelt worden. Die 
so erhaltenen Waschwasser wurden vereinigt, dann auf dem 
Wasserbade einige Stunden erwaérmt, spiater stirker eingeengt, 
von ausgeschiedenem Kochsalz und anderen Ausscheidungen 
abfiltriert. Die Lo6sung wurde dann mit Natronlauge schwach 
alkalisch gemacht, ganz eingeengt, mit Alkohol extrahiert und 
durch mehrfache Wiederholung der Extraktion mdglichst von 
unorganischen Salzen befreit. Dann wurde die wisserige L6- 
sung mit Tierkohle gekocht, hierauf mit Bleiessig gereinigt 


') VI. Stanék, Zeitschrift f. Zuckerindustrie in Bbhmen, 1906/1907, 
S. 316. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 334 (1906). — Zeitschrift f. Zucker- 
industrie in B6hmen, Bd. 34, S. 297 (1910). 
*) E. Schulze und U. Pfenninger, Diese Zeitschrift, Bd. 71, 


S. 174 (1911). 
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und das itiberschiissige Blei durch Schwefelsiéure entfernt. 
Weiter wurde die Losung nach dem fiir die Aufteilung der 
Basenfraktionen in Pflanzenextrakten und Eiweifhydrolysen 
ausgearbeiteten Verfahren behandelt. Die Fiallungen mit Silber- 
nitrat und Silbernitrat und Baryt waren gering und wurden 
nicht untersucht. Nach der zweiten Fallung mit Phosphor- 
wolframséure wurde eine Basenlésung erhalten, die durch 
0,1275 g HCI neutralisiert wurde, was einer Menge von 0,488 g 
Cholinchlorhydrat entspricht. (Kali konnte nur in Spuren zu- 
gegen sein.) Es wurde dann tiberschiissige Salzsiiure zugesetzt 
und tiber Natron im Exsikkator krystallisieren gelassen. Es 
schieden sich schon ausgebildete Krystalle aus. Durch wieder- 
holtes Aufnehmen mit wenig absolutem Alkohol wurden Cholin und 
Betain so gut als méglich von einander getrennt. Es wurden 
etwa 0,5 g salzsaures Cholin und 0,4 g salzsaures Betain erhalten. 

Das Betain wurde als Pikrat und als Chloraurat identi- 
fiziert. Das Pikrat schmolz bei 181°. Das Chloraurat krystal- 
lisierte in stark glainzenden Bliattchen, die bei schnellem Er- 
hitzen bei 240° unter Zersetzung schmolzen. 

1. Krystallisation: 0,1547 g Goldsalz gaben 0,0667 g Au 
= 43,12°/o Au. 

Fir Betainchloraurat C,H,,NO,-HCl-AuCl, berechnet 
sich 43,14°/o Au. 

Aus der Mutterlauge wurde eine 2. Krystallisation er- 
halten : 

0,1038 g gaben 0,0444 g Au = 42,77°/o Au. 

Aus der Cholinfraktion wurde ebenfalls das Goldsalz 
dargestellt. 

0,3232 g Goldsalz gaben 0,1432 g Au = 44,31°/o Au. 

Fir Cholinchloraurat C,H,,NOCI-.AuCl, berechnet sich 
44,50°/o Au. 

Der Zersetzungspunkt des Chloraurats lag bei sehr 
schnellem Erhitzen bei 267°. 

Aus der Mutterlauge gab eine 2. Krystallisation: 

0,1965 g Goldsalz gab 0,0875 g Au = 44,53°/o Au. 

Obwohl kaum ein Zweifel auftauchen konnte, dal es 
sich tatsachlich um Betain (Glykokollbetain) handele, habe ich 
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meinen Befund doch noch weiter zu stiitzen gesucht und ver- 
arbeitete daher auch die ersten Waschwasser aus der Lecithin- 
gewinnung von 10 kg Hafergries, die, ohne vorhergehende 
Entfettung, mit Alkohol bei gelinder Warme extrahiert worden 
waren. 

Die Verarbeitung dieser Waschwisser war, entsprechend 
der grdBeren Reinheit des alkoholischen Extraktes, viel ein- 
facher als im ersten Falle. Sie wurden wiederholt ausgeithert, 
dann stark eingeengt, filtriert, auf 250 ccm gebracht, mit so 
viel Schwefelsiure versetzt, dafi die Lésung 5°/o davon ent- 
hielt, dann mit einer nach der Vorschrift von Kraut!) be- 
reiteten L6sung von Natriumwismutjodid gefillt. Die urspriinglich 
sehr geringe Fillung vermehrte sich nach fast dreiw6échent- 
lichem Stehenlassen. Der Niederschlag wurde nach Auswaschen 
mit 5°/oiger Schwefelsiiure mit Bleicarbonat zersetzt, filtriert, 
das Filtrat mit Silberoxyd vdllig von Jod befreit, dann mit 
Schwefelwasserstoff der letzte Rest der Schwermetalle entfernt. 
Dann wurde eingedunstet und unter Zusatz von tiberschiissiger 
Salzsiiure im Exsikkator krystallisieren gelassen. Die ausge- 
schiedenen Krystalle hatten ein dhnliches Aussehen wie jene 
der ersten Darstellung. Die vollstiindig getrockneten Salze 
wurden mit absolutem Alkohol in 2 Fraktionen getrennt. Die 
Ausbeute an salzsaurem Betain betrug nur etwa die Hilfte 
jener der ersten Darstellung. Daran mag die unvollkommene 
Extraktion des Rohmaterials schuld sein; es ist aber zu be- 
merken, daf{ wir auch bei anderem Material unter Verwendung 
von Krauts Lésung geringere Ausbeuten erhielten, als bei 
Verwendung von Phosphorwolframsaure. 

Das salzsaure Betain wurde in der Wirme in Alkohol 
aufgenommen, mit alkoholischer Platinldsung ausgefallt und 
die mit Alkohol ausgewaschene Fallung aus Wasser umkrystalli- 
siert. Aus der eingeengten Lisung krysiallisierten feine Nadeln, 
die nach einigem Stehen sich in rhombenférmige Tafelchen 
umwandelten. Diese Krystalle verwitterten an der Luft. Sie 
enthalten 4 Molekiile Krystallwasser. 


‘) Kraut, Annalen d. Chemie, Bd. 210, S. 310 (1882). — Die 
Krautsche Vorschrift bezieht sich auf das Kaliumsalz. 
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0,1186 g Platinsalz verloren bei 100° 0,0127 g H,O. 
0,1054 g Platinsalz bei 100° getrocknet gaben 06,0321 g Pt. 
Fir Betainchloroplatinat (C,H, ,NO, - HCl),PtCl,(+- 4 H,O). 


Berechnet : Gefunden : 
10,07°/o H,O 10,71°/o H,O 
30,28°/o Pt 30,45°/o Pt. 


2. Bemerkungen tiber die Chloroplatinate von Betain und Trigonellin. 


Fiir die sichere Erkennung kleiner Betainmengen fehlt 
es an geniigend zuverlissigen Reaktionen. Diese wiren um- 
somehr erwinscht, als es nicht ausgeschlossen ist, dafi isomere 
und sehr dhnliche Basen in der Natur vorkommen. Man kann 
zum Nachweis des Betains auch das Platinat heranziehen, wie 
es im eben beschriebenen Falle geschehen ist. 

Die «Betaine» Trigonellin, Stachydrin und Betain geben 
Platinate mit wechselndem Wassergehalt. Beim Stachydrin 
beschrieben wir drei Platinsalze, von denen eines 2, ein an- 
deres 4 Molekiile Wasser enthielt. Fiir das Trigonellin aus 
Bockshornsamen gab Jahns*) an, daf sein Chloroplatinat 
wasserfrei krystallisiere. Hantzsch?) erhielt aus synthetischem 
Material Trigonellinchloroplatinate ohne und mit einem Molekiil 
Krystallwasser. E. Schulze und Frankfurt*) erhielten aus 
natiirlichem Trigonellin Platinsalze mit 4 Molekiilen Wasser. 
Wie weiter unten ausgefiihrt werden wird, erhielt ich mehrere 
Male Trigonellinplatinsalze mit einem Molekiil Krystallwasser. 

Das Chloroplatinat des Betains enthalt nach Liebreich*) 
und Willstétter®) 4 Molekiile, nach Jahns*) 3 Molekiile 
Wasser, auSerdem werden Salze ohne Krystallwasser und mit 
einem Molekiil Wasser beschrieben.*) 





1) EK. Jahns, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 18, S. 2518 (1885). 
*) Hantzsch, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 19, S. 31 (1886). 
8) E. Schulze und Frankfurt, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. 27, S. 769 (1894). 
4) O. Liebreich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 3, S. 162 (1870). 
5) R. Willstatter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 598 (1902). 
6) E. Jahns, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 26, S. 1495 (1893). 
7) Beilsteins Handbuch, 3. Aufl., I, S. 1187. 
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Ich habe iiber das Verhalten des Betainchloroplatinats 
die folgenden Beobachtungen gemacht. (Es wurden stets die 
aus der Fallung in alkoholischer Liésung erhaltenen Salze aus 
Wasser umkrystallisiert): 

Aus Topinamburknollen wurde ein Platinat erhalten, das 
in rhombischen Tafelchen krystallisierte und an der Luft alles 
Krystallwasser abgab. Eine andere Fraktion gab zunichst gut 
ausgebildete, nahezu 1 cm lange wasserfreie Nadeln. Mit der 
Mutterlauge zusammengebracht, verwandelten sie sich bald in 
die charakteristischen vierseitigen Tafeln. Nach mehrfacher 
Umkrystallisation wurden stets wieder diese Krystalle erhalten. 

0,0504 g Platinsalz verloren auf einem Deckgliischen bei 
100° getrocknet 00,0505 g H,O = 10,02°/o H,O. 

Ein Betainchlorhydrat aus Malzkeinem gab ein Platinsalz, 
welches nach einwéchentlichem Stehen sich spontan in das 
charakteristische Platinat mit 4 Molekiilen Wasser umwandelte. 

0,1528 g Platinsalz verloren beim Stehen an der Luft 
nach und nach (innerhalb 12 Tagen): 

0,01535 g H,O = 10,05°/o H,O. 

Das Platinsalz des Betains mit 4 H,O enthalt 10,07°/o H,O. 
— Auch die Mutterlauge von diesen Krystallen gab eine 
Krystallisation, die die gleiche Umwandlung in die verwittern- 
den rhombenférmigen Tifelchen zeigte. 

Da die beschriebenen Reaktionen (Umwandlung des Platin- 
salzes in der Mutterlauge, Krystallgestalt und Wassergehalt 
des Umwandlungsproduktes) fiir das Betain charakteristisch 
sein diirften!) und sich ohne Substanzverlust ausfiihren lassen, 
kénnen sie zur Identifizierung des Betains, insbesondere bei 
Materialmangel, mit herangezogen werden. 


') Stachydrin, Guvacin und Trigonellin, wie die dem Betain isomére 
Dimethyl-a-Aminopropionsaure, die ebenfalls Platinate mit 4 Molekiilen 
Krystallwasser liefern, sind untereinander und vom Glykokollbetain leicht 
zu unterscheiden, denn von diesen Verbindungen gibt nur das Stachydrin 
Pyrrolreaktion, nur das Guvacin entfarbt schwefelsaure Permanganat- 
lisung, nur das Trigonellin gibt beim Erhitzen Pyridingeruch, nur die 
Dimethyl-a-Aminopropionsdure vermag Kupferhydroxyd mit blauer Farbe 


aufzuliésen. 
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Es ware noch die Frage zu untersuchen, ob die Platin- 
salze mit geringerem Wassergehalt nicht Gemische des wasser- 
freien Salzes und der stabilsten Form darstellen. 

Die Versuche mit dem Platinsalz des Trigonellins wurden 
mit Praparaten ausgefiihrt, die aus Hanfkuchen erhalten worden 
waren. Diese und obige Praparate verdankte ich der Freund- 
lichkeit von Herrn Prof. E. Schulze. 


0,1745 g Platinsalz gaben 0,0049 g H,O 2,81°/o H,O. 


0,0842 » . » 0,0023 » » = 2,73% » 
0,2514 » : > 00,0065 > >» =2,48% >» 
0,2169 » , > 0,0054 >» » = 2.50% > 


Im Mittel wurden also 2,63°/o H,O gefunden, wiéhrend 

die Theorie fiir ein Trigonellinplatinat der Forme! 
(C,H,NO, - HC!),PtCl, -- H,O 

2,57 °/o H,O verlangt. 

Dieses eine Molekiil Krystallwasser wird weder an der 
Luft noch im Exsikkator tiber Schwefelsdure, sondern erst beim 
Trocknen bei erhéhter Temperatur abgegeben. Ein Trigonellin- 
platinat aus den Knollen von Dahlia variabilis erwies sich als 


wasserfrei. 


3. Verhalten von Aminoathylalkohol (Colamin) gegen Jodwasserstoff- 
siure bei hoher Temperatur, gegen salpetrige Saure und gegen 
Alkaloidfallungsmittel. 


Bei den Methoden zur Bestimmung von Cholin und Cholin- 
verbindungen (Lecithin usw.) vermittelst des Herzig-Meyer- 
schen Verfahrens!) ist auf eine mégliche Fehlerquelle?) keine 
Riicksicht genommen worden. Es wurde nicht beriicksichtigt, 
dafi auch die Oxyithylgruppe zur Bildung von Silberjodid bei- 
tragen k6nnte. 

Dies kann tatsaéchlich angenommen werden, wie aus Ver- 
suchen, die ich mit Aminoathylalkoholchlorhydrat angestellt 

1) W. Koch, Amer. Journ. of Physiol., Bd. 11, S. 333 (1904). — 
Diese Zeitschrift, Bd. 36, S. 134 (1902). — Bd. 37, S. 181 (1902). — 
Tosaku Kinoshita, Archiv f. d. ges. Physiol., Bd. 132, S. 607 (1910). 

*) Uber andere Fehlerquellen bei Verwendung dieser Methode bei 
Phosphatidanalysen siehe meine Schrift: «Uber einfache Pflanzenbasen 
usw.», S. 99. 
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habe, zu ersehen ist. Wahrend in blinden Versuchen kein 
Jodsilber ausgeschieden wurde, gab salzsaurer Aminoathyl- 
alkohol nicht unbetrachtliche Ausscheidungen von AgJ unter 
den Bedingungen des N-Methylbestimmungsverfahrens. Auf 
«Methyl» berechnet ergaben sich mehrere Prozente. Konstante 
Werte habe ich vorléufig nicht erhalten. Die verwendeten 
Praparate konnten nach Art der Darstellung keine Methylver- 
bindungen und hochstens ganz geringe Verunreinigungen durch 
das sekundére Diathanolimin enthalten (siehe unten). 

Zur quantitativen Bestimmung der in lecithinartigen Pra- 
paraten vorkommenden Aminoathylalkoholmenge beniitzte ich 
die Reaktion des Amincalkohols mit salpetriger Siure. Es war 
zunichst zu priifen, wie sich die reine Verbindung gegen dieses 
Reagens verhielt. Zur Bestimmung diente der von van Slyke’) 
angegebene Apparat, der zur Analyse der aliphatischen Amino- 
gruppen in der Eiweifchemie, in der Chemie des Harns und 
der Enzyme jetzt vielfach verwendet wird. Fiir die Analyse 
von «Lecithinen» ist die Methode hier zum ersten Male 
herangezogen worden. Der Aminoalkohol reagiert quanti- 
tativ mit salpetriger Séiure. Zur Verwendung kamen scharf 
getrocknete Priparate von synthetischem salzsauren Salz. Die 
Analysen I und II stammen von mehrfach fraktioniertem Amino- 
alkohol; die Analysen III und IV aus Praparaten, die wahr- 
scheinlich noch kleine Mengen Diathanolbase aus der Darstellung 
enthielten. 

I. 0,09856 g gaben 26,8 ccm N bei 21° und 726 mm ent- 
sprechend 14,70°/o Aminostickstoff. 

II. 0,0700 g gaben 18,8 cem N bei 21° und 726 mm ent- 
sprechend 14,52°/o Aminostickstoff. 

III. 0,1492 g gaben 36,7 ccm N bei 17° und 721 mm ent- 
sprechend 18,47°/o Aminostickstoff. . 

IV. 0,0970 g gaben 24,4 ccm N bei 18° und 729 mm ent- 
sprechend 13,85°/o Aminostickstoff. 

Im Mittel wurden 14,14°/o N gefunden, wihrend sich fiir 
Aminoiithylalkoholchlorhydrat, C,H,ONCI, 14,36 °/o N berechnen. 


1) D. van Slyke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, S. 3170 (1910). 
— Bd. 44, S. 1684 (1911). 
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Cholin gibt mit salpetriger Saéure keine Stickstoffent- 
wicklung. Die Methode ist aber so empfindlich, daf auch sehr 
kleine Beimengungen von Amin leicht bestimmt werden kénnen. 
Gut getrocknete Praparate von salzsaurem Cholin aus Phaseolus- 
lecithin, die sich nach den gebraéuchlichen Analysen als rein 
erwiesen, enthielten offenbar noch kleine Mengen von Amino- 
alkohol, der bei der Fallung mit Quecksilberchlorid nicht voll- 
kommen beseitigt worden sein diirfte. 

1. 0,2824 g salzsaures Cholin gaben 1,1 ccm N bei 18° 
und 714 mm entsprechend 0,21°/o N. 

2. 0,2785 g salzsaures Cholin gaben 0,09 ccm N bei 16° 
und 724 mm entsprechend 0,18°%/o N. 

Danach kann man schlieben, dafi die Priparate 1,2—1,5°/o 
Aminoalkoholchlorhydrat einschlossen, Mengen, die durch andere 
Methoden kaum nachzuweisen waren. Ahnliche Resultate wurden’ 
auch bei Cholinfraktionen aus anderen Lecithinen erhalten. Es 
wird in Zukunft darauf zu dringen sein, daB bei Versuchen zur 
quantitativen Ermittlung des Cholingehalts das isolierte Salz durch 
diese empfindliche Reaktion auf seine Reinheit gepriift werde. 

Das von Wurtz’) und Knorr?) beschriebene Chloropla- 
tinat des Aminoalkohols soll nach Chancel) mit einem Molekiil 
Krystallwasser krystallisieren. Bei der Fallung in konzentrierter 
alkoholischer Lésung mit alkoholischer Platinlésung erhielt ich 
rotlichgelbe Bliattchen, die nach dem Auswaschen mit Alkohol 
und zweitigigem Stehen iiber Schwefelséure einen Platinwert 
bei der Verbrennung gaben, der fiir ein wasserfreies Salz spricht. 

0,2347 g Platinsalz gaben 0,0855 g Pt = 36,43°/o Pt. Fir 
Aminoathylalkohoichloroplatinat C,H,NO - (HC1),PtCl, berechnet: 
36,66°/o Pt. 

Die Reinheit der synthetischen Praparate zeigte sich auch 
darin, dafi eine Probe, in das Pikrat iibergefiihrt, bis in die 
letzten Fraktionen Pikrate lieferte, die den von Gabriel‘) an- 
gegebenen Schmelzpunkt von 159° gaben. 





1) Wurtz, Annalen d. Chem., Bd. 121, S. 226. 

?) Knorr, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 30, S. 913 (1897). 
%) Chancel, Compt. rend. de l’Acad., Bd. 128, S. 313 (1899). 
*) Gabriel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 21, S. 570 (1888). 
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Zum Unterschied von Cholin wird salzsaurer Amino- 
aithylalkohol von Krautscher Kaliumwismutjodidlésung und 
von alkoholischer, sowie wisseriger Sublimatlésung nicht ge- 
faillt. Von Interesse ist die Fallbarkeit durch Phosphorwolfram- 
siure, da dieses Reagens fiir die Analyse der basischen Be- 
standteile von Eiweifstoffen usw. in allgemeiner Verwendung 
steht. Nach meinen Erfahrungen bei der Isolierung des Amino- 
alkohols aus Lecithinen war anzunehmen, daf die Fillung eine 
recht unvollkommene sein diirfte. Dies ist auch tatsachlich der 
Fall. Schon 1°/oige L6sungen des salzsauren Salzes werden 
sehr unvollkommen gefallt; 0,5°/oige L6sungen geben nur mehr 
sehr geringe Niederschlige; 0,25°/oige und selbst 0,33 °/oige 
Losungen wurden auch nach lingerem Stehen nicht einmal mehr 
getriibt. Die Gegenwart der Salzsiure ist ohne ersichtlichen 
EinfluB. Die freie Base, in 5°/oiger Schwefelsaure gelést, wird 
noch in 0,3°/oiger Lésung gefallt, in 0,2°/oiger Losung tritt 
erst nach einigem Stehen eine Triibung auf. Verwendet wurde 
eine konzentrierte Loésung von im hiesigen Laboratorium dar- 
gestellter Phosphorwolframséure. Die Lecithinhydrolysate, die, 
wie in spiteren Abhandlungen angegeben werden wird, quanti- 
tativ auf Stickstoffverbindungen untersucht wurden, enthielten 
Aminoathylalkohol in so geringer Konzentration, da derselbe 
bei der Behandlung mit Phosphorwolframsaure nicht ausgefiallt 
werden konnte. 

Der Aminoithylalkohol gibt beim Erhitzen keine Rot- 
firbung des mit Salzsdure befeuchteten Fichtenspans. Dagegen 
tritt diese Reaktion nach Vermischen mit Zinkstaub deutlich auf. 


4. Uber die Nebenbasen des Arecolins. 


25 kg von E. Merck in Darmstadt bezogener Arecaniisse 
wurden in zwei Teilen zu je 12,5 kg auf Alkaloide untersucht. 
Die eine Hilfte wurde nach einer Methode, die sich in 
allen wesentlichen Punkten an die von Jahns!) gegebene Vor- 
schrift anschloB, verarbeitet. Nach der Entfernung des Arecolins, 





‘) E. Jahns, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 21, S. 3404 (1888). — 
Bd. 23, S. 2972 (1890). — Bd. 24, S. 2615 (1891). — Arch. d. Pharmaz., 


Bd. 229, S. 669 (1891). 
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wurden die zuriickgebliebenen Basen von Cholin befreit, dann 
nach Jahns in methylalkoholischer Lésung Salzsaure eingeleitet. 
Der ungelést zurtickgebliebene Anteil betrug weniger als 1 g 
und enthielt noch unorganische Salze. Es konnte nur eine sehr 
kleine Menge Guvacin in Form des bei 198° schmelzenden 
Aurats isoliert werden. 

Die von mir untersuchten Arecaniisse waren also sehr arm 
an diesen Nebenbasen. Nach der von Jahns gegebenen Dar- 
stellungsmethode war das Guvacin eben nur noch nachweisbar. 

Nach meinen Erfahrungen ist die Ausbeute an «Betainen>» 
bei Anwendung des Wismutjodidjodalkalis als Fiillungsmittel 
betrachtlich geringer als bei Anwendung von Phosphorwolfram- 
siure. Die Ausbeute an Arecabasen, insbesondere an Guvacin, 
war auch tatsiichlich weit besser, als ich das Verfahren von 
E. Schulze anwandte (siehe unten). Der Unterschied schien 
mir groB genug, um einen Versuch auszufiihren, aus dem Filtrat 
der Fallung mit Kaliumwismutjodid noch Basen mittels Phosphor- 
wolframsaéure ubzuscheiden. Die Aufarbeitung dieses Filtrats, 
die Abscheidung der Kalisalze und organischen Basen war 
sehr miihevoll. Schlieflich konnte aber tatsichlich etwas 
Guvacin als Aurat gewonnen werden (Schmelzpunkt 197—198°), 
dessen Menge dem aus der ersten Fallung (Kaliumwismutjodid) 
mindestens gleichkam. Die Identifizierung des Guvacins geschah 
durch Vergleich mit den Priparaten der unten beschriebenen 
Darstellung und durch eine Goldbestimmung des Aurats: 

0,3122 g Aurat gaben 0,1320 g Au = 42,28°/o Au. 

Fir Guvacinchloraurat C,H,NO, - HClAuCl, berechnet 
42,21°9/o Au. 

Es zeigte sich, da salzsaures Guvacin durch Wismut- 
jodidalkali iiberhaupt nicht gefallt wird. Es ist aber nur die 
Anwesenheit der Salzsiure, welche diese Fillung verhindert. 
Ganz ebenso verhalt sich z. B. die Nicotinséure, welche nach 
meiner Formulierung des Guvacins diesem ganz nahe verwandt 
ware. Die Isolierung des Guvacins wird dadurch erleichtert, 
daB sein salzsaures Salz im Gegensatz zu dem der anderen Basen 
in Wasser nicht ganz leicht léslich ist. Dadurch unterscheidet 
es sich auch von den bisher von uns erhaltenen Betainen. 








388 Georg Trier, 


Die andere Hialfte der Arecaniisse (12,5 kg) wurde nach 
dem Verfahren von E. Schulze’) verarbeitet, das wir bei den 
meisten Untersuchungen auf «Betaine» angewendet haben. 
Es wurde an verschiedenen Stellen versucht, durch Behandeln 
mit Methyl- und Athylalkohol Trennungen der Basengemische 
zu erzielen, doch wurde dabei kein sicheres Resultat gewonnen. 

SchlieBlich wurde die Hauptmenge der nach der 2. Fallung?) 
mit Phosphorwolframsiure enhaltenen Chloride mit absolutem 
Alkohol extrahiert. Der in Lésung gegangene Anteil gab nach 
Uberfiihrung in das Quecksilbersalz und entsprechender Reinigung 
(es wurde iiber das Goldsalz und das Platinsalz wieder in das 
Goldsalz zuriickgefiihrt) Cholin. Der Nachweis des Cholins 
war hier ungleich schwieriger, als er sonst in Pflanzenextrakten 
bei Anwendung der gleichen Methode zu sein pflegt. SchlieB- 
lich wurde das Chloraurat des Cholins ganz rein gewonnen. 

0,1499 g Aurat gaben 0,0667 g Au = 44,50°/o Au. Das 
Cholin ist schon von Jahns (Il. c.) nach seiner Methode aus 
Arecaniissen erhalten worden. Bei meiner Darstellung waren 
jedenfalls auch andere Basen mit dem Cholin in die alkoho- 
lische LOsung gegangen. 

Die im Alkohol unléslichen Chloride (das Arecolin war 
bei dieser Darstellung gr6éBtenteils verseift worden und fand 
sich hier als Arecaidinchlorhydrat) wurden mit Methylalkohol 
und Salzsiéiure verestert. Dabei blieb ein Teil ungeldst, wie 
es von Jahns angegeben worden ist. Aus dem in Losung 
gegangenen Anteil wurden gréfere Mengen von Arecolin bezw. 
Arecaidin erhalten. Der ungeléste Anteil wurde nunmehr in 
iithylalkoholischer Lésung mit gasformiger Salzsiure behandelt. 
Auch jetzt blieb noch ein Teil der salzsauren Salze ungelost zuriick. 

Beim Umkrystallisieren dieses Riickstandes aus Wasser 
schied sich ein schwerer lésliches Chlorid aus. Es wurdén 
nacheinander mehrere Fraktionen dieses Salzes erhalten. Es 
erwies sich als Guvacinchlorhydrat. Wie vermutet, wurde das 

1) E, Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 155 (1909). 
*) Die aus der 1. Fallung mit Phosphorwolframséure erhaltenen 


Basen gaben in der sogenannten «<Argininfraktion» 0,2 g Argininnitrat; 
das daraus gewonnene Argininkupfernitrat schmolz bei 112—114°. 
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Guvacin also in der Betain-(Lysin-)Fraktion aufgefunden. Die 
Mutterlaugen enthielten Kaliumchlorid. ') 

Untersucht wurde nur das schwerer lésliche Chlorhydrat. 
Auch nach mehrfacher Umkrystallisation entfarbte es 
schwefelsaure Permanganatlésung sofort. 

Das salzsaure Salz krystallisierte in meist rechteckig 
begrenzten Blattchen, die beim Erhitzen bis 270° unverindert 
bleiben, dann sich allmahlich dunkel farben und erst bei 315° 
unter starkem Aufschiumen sich zersetzen. Es wurde stets 
sehr schnell erhitzt. [In kaltem Wasser nicht ganz leicht léslich, 
sehr leicht léslich in warmem Wasser. Auf Zusatz von kon- 
zentrierter Salzsiure scheidet es sich auch aus verdiinnteren 
Losungen aus. 

Mit Eisenchlorid gibt weder das salzsaure Salz noch 
dessen neutralisierte Losung irgendwelche Fiarbung. ’ 

Die konzentrierte L6sung des Chlorhydrats gibt mit Gold- 
losung ein in heifem Wasser leicht, weniger leicht in kaltem 
Wasser ldsliches Aurat, welches sich in Prismen ausscheidet. 
Es schmilzt nicht scharf, je nach Art des Erhitzens zwischen 
194—199°. 

0,3299 g Aurat gaben 0,1389 g Au = 42,10°/o Au. Eine 
2. Fraktion des Chlorhydrats gab ein Goldsalz, dessen Krystall- 
form und Schmelzpunkt (196—198°) ebenfalls fiir Guvacin sprach: 

0,1383 g Aurat gaben 0,0584 g Au = 42,23°/o Au. Fiir 
Guvacinchloraurat C,H,NO, - HCl. AuCl, berechnet 42,21°/o Au. 

Mit Platinchlorid gab das Chlorhydrat ein in sechsseitigen 
Tafeln krystallisierendes Platinsalz, das je nach Art des Er- 
hitzens nach dem Trocknen zwischen 210—220° unter Zer- 
setzung schmilzt. 

Bei 100° getrocknet verlor es 4 Molekiile Krystallwasser : 
0,1973 g verloren 0,0201 g H,O = 10,19°/o H,O. 

Fir Guvacinplatinchlorid (C,H,NO, - HCl), - PtCl, -+- 4H,O 
berechnet 9,79°/o H,O. 





‘) Die Arecaniisse enthalten viel Kalisalze, die sich nach dem an- 
gegebenen Verfahren hier hatten anhadufen kénnen. Es war hier aber 
nur eine kleine Menge vorhanden, da der gréfite Teil derselben wahrend 
der Aufarbeitung entfernt werden konnte. 
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Nach diesen Ermittlungen kann wohl kein Zweifel sein, 
daB hier das von Jahns beschriebene Guvacin vorlag. Eine 
andere Frage ist es, ob die als Guvacin bezeichnete Verbindung 
einheitlich ist. Jahns trennte die nach Abscheidung von Are- 
colin, Arecaidin und Cholin erhaltenen Verbindungen durch 
Uberfiihrung in die freien Basen und fraktionierte Krystal- 
lisation derselben aus verdiinntem Alkohol. Die einzelnen Frak- 
tionen wurden durch den Schmelzpunkt (Zersetzungspunkt) auf 
ihre Reinheit gepriift. Neben dem hdéchstschmelzenden Guvacin 
(«firbt sich bei 265° dunkel, schmilzt dann bei 271—272° 
unter Zersetzung») erhielt Jahns eine etwas niedriger schmel- 
zende Verbindung (265—270°), welche ein Platinsalz vom 
gleichen Platin- und Wassergehalt!) wie das Guvacin lieferte. 
Die Verbindung unterschied sich aber vom Guvacin und Arecain 
in ihrem Verhalten bei der Methylierung. Sie bildete eine Di- 
methylverbindung. 

«Es mufte also in dem bei 265—270° schmelzenden 
Basengemenge neben Guvacin noch ein anderes Alkaloid 
stecken, das zwar dieselbe Zusammensetzung wie dieses zu 
besitzen scheint, sich aber von ihm durch die Fihigkeit, zwei 
Wasserstoffatome gegen Methyl auszutauschen, bestimmt 
unterscheidet» (Jahns). 

Es war bisher nicht bekannt, dafi sich unter den Areca- 
basen auch optisch aktive Glieder befinden. Nach Abscheidung 
der ersten Fraktion des salzsauren Guvacins blieben 1,879 g 
Chloride zuriick (welche noch etwas KCl enthielten). In 25 ccm 
Wasser gelist wurde im 2 dm-Rohr bei 20° eine Drehung 
von nur -++ 0,10° wahrgenommen; [a]p ware daher -+ 0,66. 

Beim Einengen schied sich aus der L6sung Guvacin- 
chlorid aus. 0,2560 g in 6,1 ccm H,O gelést, drehten im 1 dm- 
Rohr bei 20° +- 0,23°. Daraus berechnet sich [a]p = -++ 5,5°. 
Wahrscheinlich ist dies jedoch noch nicht die spezifische 
Drehung des salzsauren Guvacins. Es erscheint mir, insbe- 
sondere mit Bezug auf die obigen Angaben von Jahns, viel 
wahrscheinlicher, daf hier ein Gemisch einer optisch aktiven 
mit einer optisch inaktiven Base vorlag. 


') Gefunden wurden 10,15°/o H,0. 
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Fassen wir die Angaben Jahns mit meinen Beobachtungen 
und Einwainden zusammen, so gelangen wir zu folgenden 


Formelbildern fiir die Basen Guvacin, Isoguvacin') und Arecain: 


CH, |, CH, CH, 


a -m, 4 NH 
H,C C*-COOH H,C C—COOH H,C C—C=0 
| | | I | 
H,C CH H,C CH H.C =6©CH 
\ 4 ei \4 
N N N——O 
| | 
H CH, 
Guvacin Isoguvacin Arecain 
C,H,NO,. C,H,NO,. C,H,,NO,. 


Jahns schrieb dagegen dem Guvacin und Arecain die 
folgende Struktur zu: 





C=0 C—OH C=O 
o 2 /\|\N_ UH ie. 
Oo=C CY O=C g O=C c¢ 
| | CH, | | | CH, | | CH, 
H.C CH, oder HC CH, H.C CH, 
ee “is \X 7 
N N N 
| | 
H CH, 
Guvacin. Arecain. 


Die fiir meine Anschauung in Betracht kommenden Ge- 
sichtspunkte habe ich schon an anderem Orte?) ausfiihrlich 
dargelegt. Es ist dort auseinander gesetzt worden, in welcher 
Weise man sich die Bildung der Arecabasen und damit auch 
jene der Nicotinsiure und des Trigonellins aus der d-Amino- 
valeriansaure, beziehungsweise dem a-Prolin vorstellen kinnte. 





') Der Kiirze halber soll so die Verbindung bezeichnet werden, die 
nach Jahns dem Guvacin isomer sein diirfte, aber 2 CH,-Gruppen bei 
der Methylierung aufnimmt. 

*) «Uber einfache Pflanzenbasen» usw., S. 71. 
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In derselben Absicht, in welcher die Versuche tiber die 
Einwirkung von Stickoxyd auf Diastase!) unternommen worden 
sind, habe ich auch analoge Versuche mit Invertase angestellt. 

Das verwendete Praparat, welches schon mehrfach zu 
Versuchen beniitzt worden ist, enthielt: 


Stickstoff 5,57 °/o 
Asche 22.21 %/o 
Amidstickstoff 2,30 9/0 


Formoltitrierbaren Stickstoff 3,17 °/o 
Aciditiit entsprechend 160,2 ccm Normallauge fiir 100g Substanz. 
Den bisher ver6ffentlichten Daten tiber Ausfiihrung der 
Methoden und Darstellung der Resultate ware nichts mehr hin- 


zuzufiigen. 





Behandlung mit Stickoxyd. 
NN ——————————————————————————————————————— 














Verwendete Menge des Aufgenommene 
Invertasepriparates Stickoxydmenge In Prozenten 
g | 
0,2011 0,0090 4.48 
0,5615 0,0121 2,15 
0,5639 0,0181 3,21 . 
0.4982 0,0159 3,19 
0,4968 0,0157 3,16 
0,5689 0,0133 2,34 
0,5312 0,0184 3,46 
0.5560 | 0,0325 | 5,85 


') Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 292. 
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Auspumpversuche. 


In Gewichten (Grammen). 

















eS 
I. | ll. | Il. 
| | 
Verwendete Menge des Invertase- | | 
praparates ...-. ...- +} O,2011 | 0.5615 | 0.5639 
Gewichtszunahme nach aer Behandlung | 
mit Stickoxyd ........}{ 00090 | 0,0121 0,0181 
Das Plus an Gewicht gegeniiber dem | 
urspriinglichen Priparate betrug: | 
am 1. Tage ......| 0,0093 | 0,0357 | 0,0237 
> &@ > «esos s) GO 0,0343 — 
>» 3. » =. « ..- | konstant | 0,0243 Q,0222 
oe « “Ye ee as ane 0,0226 
» & «= Soa 0,0205 | 0,0160 
- & wae 0,0192 0,0158 
eS & BG euees 0,0180 | 0,0152 
oe + «ia Oo1ee |  — 
> & * ee ees : 0,0156 — 
i « ~ ees -~ 0,0145 
» = & we ares — konstant 
ee * & a we eo 0,0136 
oR * 4s ee aes 0,0133 
— ee ee | 0,0130 
7 ae | 00123 
. eee | 00116 | 
> 17> . , | 0,0112 | 
» ok * oe aes | 0,0101 | 
ai ok eee © | 0,0097 | 
se « wats oe 0,0095 | 
» a & FS a oes | konstant | 
| 
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In prozentischer Berechnung. 




















it | = {| @ 
Gewichtszunahme nach der Behandlung 
mit Stickoxyd .... - ia. 3 4,48 2,15 3,21 
Das Plus an Gewicht gegeniiber dem ur- 
spriinglichen Praparat betrug noch: 
am 1, Tage . 2. ss + 4,62 6,36 4,20 
+ Bett +e ees 4,48 6,11 — 
+ ne erie konstant 4,33 3,94 
- FF eee ee —_ 4,01 
‘i <«@ Aeveeaes 3,65 2,84 
a a ee ee 3,42 2,80 
A oe Be eee at 3,21 2,70 
. 2 «ws eaees 2,92 — 
ye & wise se 2,78 — 
_— oie © o — 2,57 
Se oie — konstant 
CR We * age ee 2,42 
a 2s wh he eG 2,37 
Sa rer a eres 2,32 
SURE. GR “coke ee eee 2,19 
 * owe ees 2,07 
a. & wees 1,99 
a w& <2 bigs 1,80 
i + w60 ee ee 1,73 
‘es «ao ae 1,69 
‘e. 2 wea wee konstant 











Die Gewichtszunahmen der Praparate bei der Behandlung 
mit Stickoxyd sind nicht grof; sie sind nicht in allen Ver- 
suchen gleich. ; 

Auffallende Resultate ergeben die Auspumpversuche. In 
all diesen Versuchen findet am ersten Tage eine weitere Ge- 
wichtszunahme statt. In den folgenden Tagen geht beim II. 
und III. Versuche das Gewicht wieder herunter bis auf ein 
Gewicht, das gréBer ist als das Ausgangsgewicht, und bleibt 


dann konstant. | 
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Beim ersten Versuche ist die Gewichtszunahme am 1. Tage 
unbedeutend, das Gewicht bleibt schon von Anfang an nahezu 
konstant. Trotzdem sind auch hier Stickstolf-Sauerstoff-Ver- 
bindungen abgegeben worden. Dies konnte daraus ersehen 
werden, daf das in den Vakuumexsikkator eingestellte Gemisch 
aus Ferrosulfat und Natronkalk an einzelnen Stellen eine dunkel- 
braune Farbung angenommen hatte. 

Dieses merkwiirdige Verhalten lift vermuten, daB zwar 
ein Teil des Stickoxydes an Bestandteile des Invertasepriaparates 
chemisch gebunden worden ist, daB aber nachtraglich, und 
zwar hauptsachlich in den ersten Tagen, Oxydation stattge- 


funden hat. 


Bestimmung der Aciditit. 


Die mit «Auspumpversuche» tiberschriebenen Zahlen sind ° 
aus den evakuierten Priparaten der Auspumpversuche II und 
III gewonnen. Bei diesen Versuchen ist als Stickoxydgehalt 


das Plus an Gewicht nach dem Auspumpen zu verstehen. 
Cn ________________________} 









































Verwendete Menge des} Stickoxyd-| —_Normalfliissigkeit verbraucht __ 
Invertasepréparates gehalt zur Neutralisation zur Formoltitrierung 
“ 8 ccm | ccm 
0,5689 0,0133 1,168 | 1,140 
0,5312 0,0184 1,064 1,020 
Auspumpversuche. 

0,5615 (),0095 0,608 | 1,115 
0,5639 0,0145 1,149 | 1,079 
In prozentischer Berechnung. 
Stickoxyd- | _ Aciditat ___ | Aciditits- 
ehalt des behandelten | des urspriinglichen 3 
. & Praparates Praparates zunahme 
/0 ccm ccm ccm 
2,34 205,3 160,2 45,1 
3,46 200,3 160,2 40,3 
Auspumpversuche. 
1,69 114.5 | 160,2 — 45,7 


2,57 203,8 | 160,2 43,6 
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Formoltitrierung. 
In prozentischer Berechnung. 
Formoltitrierbarer Stickstoff 





bei mit Stickoxyd behandelten bei dem urspriinglichen 
Praparaten Praparate 
%0 °lo 
2,81 3,17 
2,69 3,17 
Auspumpversuche. 
2,78 | 3,17 
2.68 | 3,17 


Bestimmung des Amidstickstoffs. 


0,4968 g Invertase hatten aufgenommen 0,0157 g = 3,16°/0 
Stickoxyd und lieferten 17,4 ccm Stickstoff bei 21,0° C. und 
745,7 mm Barometerstand; entsprechend 1,95 °/o Amidstickstoff. 
Das unverinderte Invertasepraparat hatte ergeben: 2,30°/o 
Amidstickstoff. 


Priifung der Fermentwirkung. 


Ich fiihre nur einen Versuch an, welcher mit dem aus- 
gepumpten Praiparate des Auspumpversuches | angestellt wurde. 
0,2011 g Invertase hatten aufgenommen 0,0090 g = 4,48°/o 
Stickoxyd und beim Auspumpen nicht an Gewicht abgenommen. 
Dieses Priiparat wurde ohne Zusatz von Séure oder Lauge in 
Wasser geloést, die Lésung auf 25 ccm aufgefiillt und mit Rohr- 
zuckerlésung in der seinerzeit beschriebenen Weise gepriift. 

Kontrolle: 0,2 g Invertase und 0,25 ccm Zehntelnormal- 
salzsiiure auf 25 ccm mit Wasser aufgefiilt. 








—emnnns —— 








Dauer des Versuches | Kontrolle | Mit Stickoxyd behandeltes Praparat 
Begimn ....... | 84 | 10,3 
Ye Stunde ....- | 6,7 8,7 
1 oe 5,3 7,0 
1/2 Stunden... . . | = 38 5,2 
2 e  igte-e0m 2,4 3,4 
































Einwirkung von Stickoxyd auf Invertase. VIII. 397 


Im Anschlub hieran sei noch berichtet iiber den Versuch, 
in einem mit Stickoxyd behandelten Invertasepriparate Nitroso- 
gruppen nachzuweisen, indem mit einem solchen Priiparate 
Reaktionen angestellt wurden, welche den Nitrosoverbindungen 
zukommen. 

0,5560 g Invertase hatten aufgenommen 0,0325 g = 5,85°/o 
Stickoxyd. 

1. Eine Probe dieses Préparates in Wasser gelést fiirbt 
eine mit Stirkelésung versetzte Jodkaliumlésung nicht blau. 

2. Die filtrierte L6sung einer Probe des Priiparates triibt 
Schwefelwasserstoffwasser nicht. 

3. Eine Probe des Priaparates in Wasser gelist gibt beim 
Erwirmen mit salzsaurem Anilin keine besondere Farbung. 

4, Eine Probe des Priparates in eine Auflésung von Di- 
phenylamin in konzentrierte Schwefelséure eingetragen fiarbt 
diese blau. 

5. Das Praparat mit B-Naphthol und schwefelsaurem Hydro- 
xylamin versetzt und mit sehr verdiinnter Sodaldsung vorsichtig 
neutralisiert gibt weder in wéasseriger noch in alkoholischer 
Fliissigkeit eine auffallende Farbung. 





In den Versuchen tiber die Aufnahme von Stickoxyd durch 
das Invertasepriiparat, sowie in den Auspumpversuchen wurde 
konstatiert, daB ein Teil des Stickoxyds chemisch gebunden 
wird, und es wurde dort die Vermutung ausgesprochen, dal 
nachtraglich eine Oxydation durch den Luftsauerstoff stattge- 
funden hat. Diese Vermutung wird nun durch den Ausfall der 
Reaktionen auf Nitrosogruppen nahezu zur Gewifheit. Ander- 
seits zeigt die Priifung der Fermentwirkung, dafi die chemische 
Bindung von Stickoxyd an Bestandteile des Invertasepriiparates 
und die nachfolgende Oxydation sicht nicht auf Atomgruppen 
beziehen, welche zum Zustandekommen der invertierenden Wir- 
kung notwendig sind. 

Die Oxydation des an das Invertasepriparat gebundenen 
Stickoxyds erschwert die Deutung der Versuche tiber Aciditit, 
formoltitrierbaren Stickstoff und Amidstickstoff und kompliziert 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 26 
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sie so, daB ich auf Grund der vorliegenden Versuche keine 
halbwegs verlaBliche Erklarung geben kann. Ich zweifle nicht, 
da sich durch Wiederholung und Modifizierung dieser Versuche 
mancher dunkle Punkt klaren Ja8t. Da ich aber schon mit 
einer Knappheit des Invertasepraparates zu kaimpfen hatte und 
da mir anderseits die Versuche iiber Aciditét usw. nicht so 
belangreich schienen, weil die Behandlung mit Stickoxyd die 
Fermentwirkung nicht geschidigt hat, so habe ich dieses Ka- 
pitel vorlaufig beiseite gestellt und fasse nur die diesbeziiglichen 
Ergebnisse kurz zusammen. 

Die Aciditat des Invertasepriparates hat in drei Versuchen 
durch die Behandlung mit Stickoxyd eine Erhéhung erfahren, 
in einem Versuche aber eine auffallende Erniedrigung. 

Die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs und des Amid- 
stickstoffs ist durchwegs geringer gefunden worden als bei dem 
urspriinglichen Priparate. Diese Tatsache ist im vorliegenden 
Falle nicht eindeutig. Sie mu6 nicht auf eine Anhydridbildung 
hinweisen. Es kénnte vielmehr durch Oxydation von chemisch 
gebundenem Stickoxyd sich eine chemische Verbindung gebildet 
haben, welche wie salpetrige Saure wirkt und demnach Amino- 
gruppen unter Entbindung von elementarem Stickstoff zerstort 
hat. Auch ein solcher chemischer Prozef wiirde sich in einer 
Abnahme des formoltitrierbaren Stickstoffs und des Amidstick- 
stoffs ausdriicken. 

Das Hauptergebnis der vorliegenden Untersuchung méchte 
ich aber dahin zusammenfassen, daB die Invertase auch bei 
der Behandlung mit Stickoxyd sich wesentlich von der unter- 
suchten Diastase unterscheidet, was wohl zweifellos auf ein- 
schneidenden Unterschieden in der chemischen Konstitution 
beider Fermente beruht. 
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Uber die Gentiobiose. 


Von 


Dr. Géza Zempleén. 


(Aus dem chemischen Institute der Hochschule fiir Forstwesen in Selmeczbanya.) 





(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1913.) 








Man kennt derzeit sieben Disaccharide, die aus je zwei 
d-Glukose-Molekiilen aufgebaut sind; namlich: Maltose, Isomal- 
tose, Cellobiose, Gentiobiose, Turanose, Trehalose und Isotre- 
halose. Die fiinf erstgenannten Zucker unterscheiden sich scharf 
von den zwei letzteren durch ihr Reduktionsvermégen, ihre 
Fahigkeit, Osazone zu bilden und bei der Oxydation mit Brom 
12 atomige einbasische Bionsiuren zu liefern. Unter diesen 
reduzierenden Disacchariden sind eigentlich nur Maltose und 
Cellobiose gut bekannt, die Isomaltose konnte bis jetzt nur in 
Form ihres Osazones bezw. Osones isoliert werden; Gentio- 
biose und Turanose sind ebenfalls wegen ihrer schweren Zu- 
ganglichkeit wenig untersucht geblieben. 

Um Aufklaérung uber Konstitution bezw. Konfiguration der 
Disaccharide zu gewinnen, ist es aber notig, méglichst genau 
gerade die Eigenschaften der isomeren, aus gleichen Bausteinen 
zusammengesetzten Zucker kennen zu lernen. Deshalb nahm 
ich eine genauere Untersuchung der Gentiobiose vor, die bisher 
nur von Bourquelot und Hérissey’) dargestellt wurde. Bei 
der Gewinnung des Zuckers stieB ich auf grofe Schwierigkeiten, 
indem die durch fraktionierte Extraktionen bezw. Fallungen mit 
Alkohol erhaltenen Sirupe auch nach lingerem Stehen nicht 
krystallisieren wollten. 

Da ich gleichzeitig mich mit der Untersuchung von Cello- 
biosederivaten ebenfalls beschaftigte, fiel mir die gute Krystal- 





') Em. Bourquelot und H. Hérissey, Comptes rendus, Bd. 132, 
S. 571 (1900); Bd. 135, S. 290, 399 (1901). — Journal de Pharmacie et 
de Chimie [6], Bd. 16, S. 420 (1901). 
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lisationsfahigkeit und Schwerloslichkeit der Oktacetylcellobiose 
auf, und da kam ich auf den Gedanken, ob es nicht mdglich 
ware, durch Acetylierung der rohen Gentiobiosepriiparate eine 
Reinigung der Produkte zu erzielen, eventuell die noch unbe- 
kannte Acetylverbindung in reinem Zustande zu gewinnen. 

Meine Hoffnungen haben sich bei den Versuchen erfiillt, 
indem es mir gelang, die schwer l6sliche, hoch- 
schmelzende und gut krystallisierende Oktacetyl- 
gentiobiose in reinem Zustande zu gewinnen. Das Pra- 
parat ist leicht zu isolieren sogar aus stark verun- 
reinigten Rohprodukten, sodaf die Methode der Acetylierung 
ein einfaches und rasches Verfahren der Gentiobiosegewinnung 
darstellt. 

Durch Verseifung der Oktacetylverbindung gewann ich 
die freie Gentiobiose als Sirup. Ich zweifle nicht daran, daf 
der Zucker nach mehrwochentlichem Stehen krystalliseren wird. 
DaB es sich tatsichlich um Gentiobiose handelt, habe ich durch 
die Darstellung des analysenreinen Phenylgentiobiosazons, durch 
die Ermittlung des Reduktionsvermoégens der bei der Verseifung 
des Oktacetylk6érpers erhaltenen Produktes und durch die Spal- 
tung des Gentiobiosesirups mittels Emulsin bewiesen. 

Die Krystallisationsfaihigkeit der Acetylverbindungen der 
Zucker wird noch wahrscheinlich in manchen Fallen bei sonst 
schwer krystallisierenden Zuckern die Isolierung derselben er- 
leichtern. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Oktacetylgentiobiose aus gereinigten 
Praparaten. 


1 kg gepulverter Enzianwurzeln (Radix gentianae ger- 
manicae pulv.) werden in 8,5 1 siedendes Wasser, das Calcium- 
carbonat suspendiert enthialt, eingetragen, und die Fliissigkeit 
10 Minuten gekocht. Die Masse wird koliert, dann unter 
200 Atmosphiren geprefit. Das braungriine Filtrat wird jetzt 
mit etwa 3,5 kg einer 5°/oigen Lésung von kolloidalem Eisen- 
hydroxyd stark geriihrt, wobei ein voluminéser Niederschlag 
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entsteht. Diese Methode zur Klaérung von stark verunreinigten 
und Kolloide enthaltenden Fliissigkeiten wurde zuerst von 
L. Michaelis und P. Rona!) vorgeschlagen. Um die ndtige 
Menge der Eisenhydroxydlésung zu ermitteln, vermischt man 
die Masse mit wenig reiner Tierkohle und priift, nach zeit- 
weisem Zusatz von Eisenhydroxyd, ob das Filtrat einer Probe 
durch die Tierkohle getriibt und schlecht filtrierbar ist. Diese 
Eigenschaften zeigen sich bei der Filtration der Flissigkeit, 
wenn nicht geniigende Mengen der Eisenhydroxydliésung zu- 
gegen sind. Ist die ndtige Menge erreicht, so gelingt die Fil- 
tration sehr leicht, das Filtrat ist vollkommen klar und ent- 
hilt kaum nachweisbare Eisenmengen. Man muf sich _ hiiten 
vor einem Uberschu8 der Eisenlésung, denn der ausgeschiedene 
Niederschlag geht dann teilweise wieder in Lésung. Die Fliissig- 
keit wird jetzt auf groBe Filter gegossen, und wenn nichts mehr 
abtropft, wird der Riickstand unter 200 Atmosphiiren abge- 
preBt. Das Filtrat wird mit wenig Tierkohle aufgekocht, filtriert 
und unter vermindertem Druck auf atwa 1 1 verdampft. Die 
Fliissigkeit enthalt nach der Titration mit Fehlingscher Lésung 
78 g Zucker auf d-Glukose berechnet. Sie wird mit gewdhn- 
licher Biackerhefe bei Zimmertemperatur in Girung gesetzt, 
und nach etwa 24 Stunden, wenn die Garung nachlaBt, werden 
die Proteine wiederum mit kolloidalem Eisenhydroxyd entfernt, 
dann mit Tierkohle gekocht, und das Filtrat, das jetzt bei der 
Titration 32 g Zucker auf d-Glukose berechnet enthalt, unter 
vermindertem Druck verdampft. Eine Probe der nach der 
Girung erhaltenen geklarten Fliissigkeit wurde mit Phenyl- 
hydrazinchlorhydrat und Natiumacetat 5/4 Stunden im Wasser- 
bade erwarmt. In der Hitze war keine Ausscheidung von 
Osazon zu beobachten, dagegen gab das Filtrat nach dem 
Erkalten eine kraftige Fallung von amorphem Phenylgentio- 
biosazon. 

Der Abdampfriickstand wurde mit 11 90°/oigem Alkohol 
ausgekocht. Beim Erkalten der Fliissigkeit wurde eine amorphe 





1) Biochem. Zeitschrift, Bd. 2, S. 219 (1906); Bd. 5, S. 365 (1907); 
Bd. 7, S. 329 (1908); Bd. 8, S. 356; Bd. 13, S. 121; Bd. 14, S. 476 (1908): 
Bd. 16, S. 60; Bd. 18, S. 375, 514 (1909). 
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Masse ausgeschieden, die sparliche Krystallisation zeigte. Die 
Fliissigkeit wurde verdampft, der Riickstand mit Calciumcar- 
bonat vermischt und im Soxhletapparat mit Methylalkohol 
extrahiert. Die methylalkoholische Lésung wurde unter Um- 
riihren in absoluten Alkohol gegossen, der ausgeschiedene 
flockige Niederschlag mehrmals durch Dekantation mit abso- 
lutem Alkohol gewaschen, endlich abgesogen und unter ver- 
mindertem Druck itiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Aus- 
beute 16 g. Das Praparat lieferte bei der Osazonprobe bei 
der Abkiihlung der ersten Mutterlauge gleich krystallisiertes 
Phenylgentiobiosazon. Da eine weitere Fraktionierung des 
Praparates nicht zu krystallisierenden Zuckersirupen fiihrte, ver- 
suchte ich die Acetylierung. 

15 g des amorphen gentiobiosehaltigen Priparates wurden 
mit 60 cem Essigsaéureanhydrid und 8 g Natriumacetat auf dem 
Wasserbade erwiirmt. Die Reaktionsmasse wurde nach vollstin- 
diger Lésung noch etwa 5 Minuten weiter erhitzt und in 3/41 kaltes 
Wasser gegossen. Es schied ein rétlichgelbes Ol aus; die Mutter- 
lauge wurde abgegossen, mit frischem Wasser ersetzt, und die 
Operation unter Reiben und Umriihren wiederholt. Bald wurde 
das Produkt fest und krystallinisch. Die erste Mutterlauge 
schied iiber Nacht nahezu farblose, mit bloBem Auge sichtbare 
Nidelchen aus. Die Niederschliige wurden abgesaugt und jede 
fiir sich verarbeitet. Das aus der Mutterlauge gewonnene Pro- 
dukt lieB sich durch Umkrystallisieren zunachst aus konzen- 
triertem, dann aus 50°/oigem Alkohol leicht rein gewinnen. 
Ausbeute 0,5 g. Die Hauptmenge des Niederschlages bot bei 
den Reinigungsversuchen gréfere Schwierigkeiten. Beim Um- 
lésen aus heiBem Alkohol nahmen niémlich die sonst sch6n aus- 
gebildeten Krystallnadeln firbende Verunreinigungen mit sich, 
die in alkoholischer Lésung mit Tierkohle nicht zu beseitigen 
waren. Endlich fiihrte wiederholtes Umkrystallisieren aus heifem 
50°/cigem Alkohol zum Ziele. Ausbeute 0,7 g. Wie wir spater 
sehen werden, laBt sich die Reinigung des Produktes viel leichter 
und mit besserem Erfolge ausfiihren durch Anwendung von 


Methylalkohol. . 
Das Priaparat bestand aus nahezu farblosen, seidenglan- 














ee Bats ae 














Uber die Gentiobiose. 403 


zenden langen Nadeln. Im Kapillarrohr erhitzt, begann es bei 
186° zu sintern und schmolz vollstindig bei 193° zu einer 
schwach gelben Fliissigkeit. 

Fiir die Analyse wurde unter vermindertem Druck tiber 
Phosphorpentoxyd bei gewohnlicher Temperatur getrocknet. 

0,1559 g gaben 0,2836 g CO, und 0,0839 g H,O. 

Berechnet fiir Oktacetylgentiobiose C,,H,.0,, (676,29): 

49,54°/o CG; 5,65°/o H. 

Gefunden:  49,61°/o C; 6,02°/o H. 

Fiir die optische Bestimmung diente die LésunginChloroform. 

0,1693 g Substanz; Gesamtgewicht 9,825; spezifisches 
Gewicht 1,473; drehte Natriumlicht im 1 dm-Rohr bei 20° um 
— 0,17° nach links; mithin 

[a|;, = — 5,3° in Chloroform. 

Nach der Verseifung gab das Priiparat ein Osazon, das 
simtliche Eigenschaften des spiater zu beschreibenden Phenyl- 
gentiobiosazons zeigte. 


Gewinnung der Oktacetylgentiobiose aus stark 
verunreinigten Rohprodukten. 


Fiir die Versuche diente als Ausgangsmaterial ein Enzian- 
extrakt, Extractum Gentianae spirituosum aquosum spissum der 
Firma Thallmayer u. Seitz in Budapest. 1 kg des Extraktes 
wurde in 51 Wasser gelést, mit Backerhefe ausgegoren, die 
Fliissigkeit einnfal mit Tierkohle aufgekocht und das Filtrat 
unter vermindertem Druck unter mehrmaligem Zusatz von ab- 
solutem Alkohol moglichst stark verdampft. 

Der Riickstand wird mit 96°/oigem Alkohol, nachher mit 
Methylalkohol ausgekocht. Der athylalkoholische Auszug wurde 
verdampft, der Riickstand mit Methylalkohol ausgekocht und 
die vereinigten methylalkoholischen Ausziige in absoluten Al- 
kohol geriihrt. Der flockige Niederschlag wurde mehrmals mit 
Alkohol dekantiert, dann abgesaugt und unter vermindertem 
Druck getrocknet. 

Um zu erfahren, ob das Priparat Gentiobiose enthilt, 
unterwarf ich es der Osazonprobe. Beim Abkiihlen der heiBen 
Fliissigkeit waren nur geringe Mengen eines amorphen Osezons 








404 Géza Zemplén, 


ausgeschieden zum Zeichen dafiir, daB die Gentiobiose nur einen 
kleinen Bruchteil des Priparates ausmachen konnte. 

Durch zweckmabfige Durchfiihrung der Acetylierung und 
Reinigung des erhaltenen Rohproduktes gelang es mir doch 
leicht, aus dem obigen Priparat Oktacetylgentiobiose zu ge- 
winnen und zwar in reinerem Zustande als vorher bei der Ver- 
arbeitung der reineren Praparate, wegen der besseren Methodik, 
die ich in diesem Falle anwandte. 

120 g des Rohproduktes wurden mit 480 ccm Essigséure- 
anhydrid und 60 g wasserfreiem, geschmolzenem Natriumacetat 
eine halbe Stunde auf dem Wasserbade erwirmt. Die dunkel- 
braune Fliissigkeit wurde in 41 Wasser gegossen, die Mutter- 
lauge des ausgeschiedenen Niederschlages oft erneuert und 
stark geriihrt. Nach einiger Zeit erstarrte die ganze Masse 
und lief sich leicht zerpulvern. Sie wurde abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen, unter 200 Atmosphiaren ausgepreft und in 
800 ccm warmem Methylalkohol gelést. Aus der dunkelbraunen 
Fliissigkeit schieden sich innerhalb 10 Tagen hellgelbe, sphirische, 
krystallinische Aggregate aus. Die Mutterlauge wurde abge- 
gossen, der Niederschlag mit kaltem Alkohol gewaschen, dann 
in 250 ccm heifem Alkohol gelést und erkalten gelassen. Die 
Oktacetylgentiobiose schied sich hierbei in langen, etwas ge- 
firbten Nadeln aus. Sie wurden abgesaugt und in 250 ccm 
)0°/oigem heiben Alkohol gelést und nach Zusatz von wenig 
Tierkohle filtriert. Die Verbindung fallt beim Erkalten der 
Fliissigkeit in analysenreinem Zustande in farblosen, langen, 
seidenglinzenden Nadeln aus. Ausbeute 3,5 g. 

Das Produkt sintert beim Erhitzen im Kapillarrohr bei 
192° und schmilzt vollistaéndig bei 195° zu einer farblosen 
Fliissigkeit. Es lést sicht leicht in Chloroform, Aceton, heifem 
Benzol, heifem Essigither, weniger in heifem Alkohol; schwer 
léslich in kaltem Alkohol und in Ather, nahezu unléslich in 
Petrolither und in heifem Wasser. In wasserhaltigem Alkohol 
lést es sich leichter als in absolutem. 

Fiir die Analyse wurde unter vermindertem Druck tber 
Phosphorpentoxyd bei gewOhnlicher Temperatur getrocknet. 

0,1383 g gaben 0,2495 g CO, und 0,0716 H,0. 
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Berechnet fiir Oktacetylgentiobiose C,,H,.0,, (676,29): 
49,54°/o C; 5,65°/o H. 

Gefunden: 49,20°/o CG; 5,79°%/o H. 

Fiir die optische Bestimmung diente die LésunginChloroform. 

0,2694 g; Gesamtgewicht der Losung 13,8234 g: spezi- 
fisches Gewicht 1,472: drehte Natriumlicht im 1 dm-Rohr bei 
20° um — 0,16° nach links; mithin 

[a}, = — 5,6°. 

Um das Reduktionsvermégen der freien Gentiobiose zu 
bestimmen, verfuhr ich wie folgt: 0,1828 g Oktacetylgentiobiose, 
die nach der Theorie 0,0925 g Gentiobiose entsprechen, wurden 
in ein Gemisch aus 10 ccm Wasser und 10 ccm Alkohol warm 
gelést, dann 1 ccm 33°/oiger Kalilauge zugesetzt und mit 
Fehlingscher Loisung auf dem Wasserbade erwarmt. Nach 
dem Verdampfen der Hauptmenge des Alkohols kann man die 
Reduktion gut beurteilen. Zundchst gab ich auf einmal 10 ccm 
Fehlingsche Lésung hinzu, und nachdem diese vollig reduziert 
waren, setzte ich nach und nach je 0,2 ccm zu der Fliissigkeit. 
Im ganzen wurden 12,0 ccm Fehlingsche Lésung verbraucht. 
Demnach reduziert 1 g der freien Gentiobiose 130 cem Feh- 
lingsche Lésung. Nach den Angaben von Bourquelot und 
Hérissey steht das Reduktionsvermégen der Gentiobiose nahe 
demjenigen der Maltose. Diese Forscher fanden 0,081 g Gen- 
tiobiose auf 10 ccm Fehlingsche Lésung. Auf 1 g des Zuckers 
berechnet sind das 123,5 ccm, wahrend ich etwas mehr, 130 ccm, 
fand. Die Maltose reduziert 128.5, die Cellobiose 153 ccm 
Fehlingsche Loésung auf 1 g Zucker berechnet. 


Phenylgentiobiosazon. 


0,7 g Oktacetylgentiobiose werden in ein Gemisch aus 
45 eem Wasser und 45 cem Alkohol heif gelést, rasch abge- 
ktihlt und mit 2,5 cem 33°/oiger Kalilauge vermischt. Es ent- 
steht eine klare, schwach gelbliche Lésung, die genau mit 
Essigsiure neutralisiert und unter vermindertem Druck auf 
etwa 10 ccm eingeengt wird. Jetzt wird 0,7 g Phenylhydrazin- 
chlorhydrat und 0,5 g Natriumacetat zugesetzt und 5/4 Stunden 
im Wasserbade erwirmt. Die hellgelbe Fliissigkeit scheidet 
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beim Abkiihlen sternartig geordnete, kompakte, citronengelbe, 
krystallinische Komplexe aus, die abgesaugt, mit Ather gewaschen 
und unter vermindertem Druck iiber Natronkalk getrocknet 
werden. Ausbeute 0,11 g. 

Dasselbe Produkt kann direkt aus den gereinigten F'liissig- 
keiten nach der Giirung der Enzianextrakte erhalten werden. 
Allerdings ist das so erhaltene Priéparat weniger rein. 

Zur weiteren Reinigung wird das rohe Osazon in wenig 
Essigiither gelést und mit absolutem Ather bis zur Triibung 
versetzt. Nach einiger Zeit beginnt die Ausscheidung von 
citronengelben, sternformig geordneten Nadeln. Diese lassen 
sich jetzt schon bequem auch aus heifem Wasser umlisen, 
ohne an der Luft sich briunende Praparate zu liefern. Aus 
heifem Wasser krystallisiert das Osazon in schénen, kurzen, 
zugespitzten Prismen. 

Im Kapillarrohr rasch erhitzt, schmilzt das Produkt zwischen 
160 und 170° unter Braunfarbung und Zersetzung. Der beob- 
achtete Zersetzungspunkt hingt stark von der Art des Erhitzens 
ab. Bourquelot und Herissey geben den Schmelzpunkt 142° 
an. Allerdings habe ich keine gereinigten Priiparate des Gen- 
tiobiosazons beobachtet, die nach dem vorschriftsmiébigen Ver- 
fahren der Schmelzpunktbestimmung der Osazone einen tieferen 
Schmelzpunkt als 160° gezeigt hiitten. 

Fiir die Analyse wurde unter vermindertem Druck tber 
Phosphorpentoxyd bei 80° getrocknet. 

0,1763 g Substanz gaben 0,3599 g CO, und 0,0979 g H,0. 

0,2012 g gaben 19,8 cem Stickstoff tiber 33°/oige Kali- 
lauge (b = 712 mm, t = 18°). 

Berechnet fiir Phenylgentiobiosazon C,,H,,0,N, (520,30): 

55,35°/o C; 6,20°%/o H; 10,77°%/o N. 

Gefunden: 55,68°/o C; 6,21°/o H; 10,67°/o N. : 

Fiir die optische Bestimmung diente die Lésung in Pyridin 
und Alkohol, um die erhaltenen Werte mit den von Neuberg?) 
vorgeschlagenen Zahlen vergleichen zu kénnen. 


') C. Neuberg, Uber die Reinigung der Osazone und zur Bestim- 
mung ihrer optischen Drehungsrichtung, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. 32, S. 3384—3388 (1899). 
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0,1532 g in 4 ccm Pyridin und 6 ccm Alkohol gelist: 
Gesamtgewicht der Lisung 8,7868 g; spezifisches Gewicht 0,874; 
drehte Natriumlicht bei 20° im 1 dm-Rohr um — 1,16° nach 
links; mithin 

[a], = — 76,1° in Pyrin und Alkohol. 


Versuch zur Isolierung der freien Gentiobiose. 


2 g Oktacetylgentiobiose wurden in 80 ccm absolutem 
Alhohol suspendiert und mit 5 ccm 33°/oiger Kalilauge ge- 
schiittelt. Die Krystalle der Oktacetylgentiobiose verwandeln 
sich dabei rasch unter Auftreten von Kssigiithergeruch in eine 
kérnige, rasch zu Boden sinkende Substanz, die die Kalium- 
verbindung der Gentiobiose darstellt. Sie wird nach dem Ab- 
setzen mehrmals mit absolutem Alkohol gewaschen, in Wasser 
gelist, mit Essigsiure neutralisiert (Lackmus) und die Liésung 
unter vermindertem Druck auf einige Kubikzentimeter verdampft, 
dann auf dem Wasserbade bis zur Triibung mit absolutem 
Alkohol versetzt und stehen gelassen. Nach dem Erkalten scheidet 
sich ein farbloser Sirup aus, der nach einigen Tagen zu opali- 
sieren beginnt. Ich zweifle nicht daran, dali der Zuckersirup 
nach einigen Wochen krystallinisch erstarrt. | 

0,2 g des Sirups wurden in Wasser gelist und mit 0,1 g 
Emulsin in Gegenwart von Toluol 48 Stunden bei 32° aufbewahrt. 
Nach Entfernung der Proteine mit Natriumacetat schieden sich 
bei der Osazonprobe aus der heifen Fliissigkeit lange, citronen- 
gelbe Nadeln von Phenylglukosazon aus. Schmelzpunkt gegen 
205°. Der Versuch stimmt ebenfalls mit der Beobachtung von 
Bourquelot und Hérissey iiberein, wonach die Gentiobiose 
durch Emulsin hydrolysiert wird. 














Zur Frage der Reduktion von Acetaldehyd durch Hefesaft. 
Von 
S. Kostytschew und E. Hiibbenet. 





(Der Redaktion zugegangen am 13. Mai 1913.) 


Unsere friiher publizierten Untersuchungen ') ergaben, daf 
Acetaldehyd sowohl durch lebende Hefe, als durch verschiedene 
Praiparate von Dauerhefe und durch Mazerationshefesaft zu 
Athylalkohol reduziert werden kann. Der Mazerationssaft war 
aber nur in Gegenwart von Zucker wirksam, wahrend die 
beiden bei Abwesenheit von Zucker ausgefiihrten Versuche 
negative Resultate lieferten. Doch wurden leider zu diesen 
Versuchen Saftportionen verwendet, die bereits 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen geblieben waren. Inzwischen 
haben wir jedoch die Beobachtung gemacht, daf der Mazerations- 
saft auch bei Abwesenheit von Zucker Methylenblau reduziert ; 
die reduzierende Fihigkeit des zuckerfreien Saftes erlischt aber 
nach Stehenlassen bei Zimmertemperatur. Bei Wiederholung 
unserer Versuche mit Hefesaft haben A. v. Lebedew und 
N. Griasnoff?) tatsaéchlich gefunden, dafi eine Reduktion von 
Acetaldehyd durch Mazerationssaft bei Abwesenheit von Zucker 
mOglich ist. Der einzige Versuch der Verfasser ist aber wegen 
mangelhafter Ausfiihrung leider als kaum beweiskraftig zu be- 
trachten.*) Wir haben also unsere Versuche mit Macerations- 


') S. Kostytschew und E. Hiibbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, 
S. 359 (1912). 

*) A. v. Lebedew und N. Griasnoff, Chemische Berichte, Bd. 45, 
S. 3266 (1912). ; 

*) Die quantitativen Alkoholbestimmungen wurden mittels der 
Duclauxschen Pipette «compte-gouttes» ausgefiihrt. Nun wird jeder- 
mann, der diesen Apparat kennt, wohl damit einverstanden sein, daf 
die Genauigkeit der Bestimmung gar nicht ausreicht fiir die Ermittelung 
so geringer Differenzen zwischen den Kontroll- und Versuchsportionen, 
wie sie im Versuche der Verfasser angegeben sind (etwa 80 mg). Auch 
das von v. Lebedew und Griasnoff bei Zuckergabe erhaltene fehler- 
hafte Resultat ist gewif’ auf dieselbe Ursache zuriickzufihren. 
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hefesaft wiederholt; es ergab sich in der Tat, daB der frisch 
bereitete Mazerationssaft nicht nur in Gegenwart, sondern auch 
bei Abwesenheit von Zucker Acetaldehyd reduzieren kann. 
Die Alkoholbestimmungen wurden mittels Titration der aldehyd- 
freien Destillate mit Chromsaure in schwefelsaurer Lésung nach 
Nicloux!') ausgefiihrt. Diese Methode wurde im hiesigen Labo- 
ratorium nachgepriift; sie erwies sich als vollkommen sicher 
und namentlich fiir eine genaue Bestimmung geringer Alkohol- 
mengen wertvoll.2) Der UberschuB von nicht reduziertem 
Aldehyd wurde durch Uberfihrung in Bisulfitverbindung mit 
nachfolgender Destillation abgeschieden. Auch diese Methode 
wurde sowohl von W. Palladin und 5S. Kostytschew,') als 
auch in spiiteren Arbeiten von S. Kostytschew eingehend 
gepriift und als zuverlassig anerkannt. 


Versuch I. 


Vier Saftportionen zu je 20 ccm. Portion A wurde sofort 
fiir die Alkoholbestimmung verwendet, Portionen B, C und D 
wurden fiir 9 Stunden bei 22° stehen gelassen, dann ebenfalls 
fiir die Alkoholbestimmungen verwendet. Portionen C und D 
wurden mit je fiinf Portionen Acetaldehyd (zu je 30 mg) 
versetzt. 


A. Frischer Mazerationssaft C,H,OH = 36,3 mg 
B. Nach 9 Stunden > = 42,5 » 
C. » 9 » mit 150 mgAcetaldehyd » =59,4 » 
DR» 9 » » 150 » > » 2698 » 


Im Verlaufe von 9 Stunden hat also eine deutliche Re- 
duktion von Acetaldehyd stattgefunden. 





1) M. Nicloux, Bullet. de la Soc. chim. de Paris, sér. 3, Bd. 35, 
S. 330 (1906). 

*) Noch empfehlenswerter ist vielleicht die von H. P. Baren- 
drecht (Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 52, S. 167, 1913) vorgeschlagene 
Alkoholbestimmung, deren Beschreibung erst nach Beendigung unserer 
Versuche erschien. 

3) W. Palladin und S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 48, 
S. 214 (1906). 
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Versuch II. 


Fiinf Saftportionen zu je 20 ccm. Die Portionen A, B 
und C wurden im Verlaufe von 48 Stunden, die Portionen D 
und E im Verlaufe von 72 Stunden bei 22° stehen gelassen. 
Die Versuchsportionen B, C und E wurden mit je 150 mg Acet- 
aldehyd (in fiinf Portionen zu je 30 mg) versetzt. 


A. 48 Stunden ohne Zusatz von Aldehyd C,H,OH = 52,8 mg 


B. 48 > mit > » > » = 86,6 » 
C. 48 > , 2 > 2 >» c= 93,4 » 
D. ‘72 > ohne 2 > 2 > = 50,4 » 
E. 72 mit 2 > 2 » = 89,1 » 


Die mit Acetaldehyd versetzten Portionen zeigen eine 
Mehrproduktion von etwa 40 mg Alkohol im Verlaufe von 
+8 Stunden. Wéihrend der darauffolgenden 24 Stunden findet 
bereits keine weitere Reduktion von Acetaldehyd statt. 


Versuch III. 


Zwei Saftportionen zu je 20 ccm wurden im Verlaufe 
von 50 Stunden bei Zimmertemperatur belassen. Portion B 
wurde mit 165 mg Acetaldehyd (in 6 Portionen) versetzt. 
A. ohne Aldehyd C,H,OH 50,8 mg 
B. mit > > 92,1 » 
Das Resultat von diesem Versuche stimmt mit demjenigen 
des vorstehenden Versuchs vollkommen itiberein. 


Versuch IV. 


Zwei Saftportionen zu je 200 ccm wurden mit je 1 g Rohr- 
zucker versetzt und 50 Stunden bei Zimmertemperatur be- 
lassen. Portion B erhielt noch 250 mg Acetaldehyd. 

A. ohne Aldehyd C,H,OH = 260 mg 
B. mit » > w= $62 » 

Bei Zusatz von 1 g Rohrzucker wird also eine gréfere 

Menge von Acetaldehyd reduziert, als ohne Zuckergabe. 


A 


\ 
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Versuch V. 


Zwei Saftportionen zu je 20 ccm wurden mit je 1 g Rohr- 
zucker versetzt und 50 Stunden bei 22° stehen gelassen. 
Portion B erhielt 250 mg Acetaldehyd. 

A. ohne Aldehyd C,H,OH = 286,1 mg 
B. mit > > = 431,7 » 

Der Mazerationssaft bewirkt also eine Reduktion von 
Acetaldehyd sowohl bei Zuckergabe, als ohne Zuckerzusatz. 
In diesem Falle wird der aktive Wasserstoff mdéglicherweise 
nicht durch dieselben Vorgange gebildet, die bei der Zymase- 
girung zustandekommen. Jedenfalls ergibt es sich, daB sowohl 
lebende Hefe, als alle bisher bekannten Priiparate von Dauer- 
hefe und ebenso der Hefesaft Acetaldehyd reduzieren kénnen. 
Dieses Ergebnis spricht wohlzugunsten des vonS. Kostytschéw’) 
vorgeschlagenen Schemas der Zuckervergiirung. 





1) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 143 (1912). 








Oxydation von Lecithin bei Gegenwart von Ejisensalz. 
Vorlaiufige Mitteilung. 


Von 


Otto Warburg und Otto Meyerhof. 





(Aus der Zoologischen Station in Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Mai 1913.) 


Im Laufe einer Untersuchung tiber die Oxydationsprozesse 
in Zellen stieBen wir auf eine Tatsache, die uns fiir die chemische 
Seite des Problems von groBber Tragweite zu sein scheint. 

Bekanntlich sind die Substanzen, aus denen sich die Zelle 
aufbaut, und die in sauerstoffatmenden Zellen dauernd, direkt 
oder indirekt, oxydiert werden, auBerhalb der Zelle bei den in 
Betracht kommenden Temperaturen von 20—40° gegeniiber 
Sauerstoff relativ bestiindig; sie oxydieren sich auSerhalb der 
Zelle mit einer Geschwindigkeit, die auBerordentlich klein ist 
im Vergleich zu ihrer Oxydationsgeschwindigkeit in der lebenden 
Zelle. Das gilt beispielsweise fiir die Nucleinsiuren, Histone, 
Eiweiikorper, Fette, Lecithine, Zuckerarten usw. Auch Mi- 
schungen dieser K6rper zeigen die gleiche Indifferenz gegentiber 
Sauerstoff. 

Wir haben nun gefunden, daf das als «Lecithin» 
bezeichnete Substanzgemisch sich bei Zimmertem- 
peratur mit grofer Geschwindigkeit an der Luft oxy- 
diert, wenn man seiner wisserigen Suspension etwas 


» 


Eisensalz zusetzt. 
Héchstwahrscheinlich ist zum Zustandekommen der Reak- 


tion die Anwesenheit einer kleinen Menge H-Ion erforderlich; 
die kiiuflichen Priiparate von Merck und Kahlbaun, die wir 
benutzten, waren gegen Lackmuspapier schwach sauer und oxy- 
dierten sich, wenn Eisensalz zugesetzt wurde, wahrend Zusatz von 
H-Ion ohne erheblichen Einflu8 auf die Oxydationsgeschwindig- 
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keit war. Ein von uns selbst aus Eiern dargestelltes Lecithin- 
praparat dagegen war gegen Lackmuspapier vollig neutral und 
hier muBbte eine kleine Menge H-Ion zugesetzt werden, wenn 
erhebliche Oxydationsgeschwindigkeiten erhalten werden sollten. 

Von etwa 50 Messungen, die alle im gleichen Sinne ver- 
liefen, wollen wir hier 3 mitteilen. Die Versuchstemperatur 
war 22°; die Suspensionen wurden mit Luft geschiittelt und 
der Sauerstoffverbrauch aus der auftretenden Druckabnahme 
berechnet. Das Eisensalz wurde in Form von Eisenoxydul- 
ammonsulfat zugegeben. 

1. 23 mg «Lecithin ex ovo» Merck + 2 ccm Wasser 
verbrauchten in 2! 2 Stunden keine mefbare Menge Sauerstoff. 

2. 23 mg «Lecithin ex ovo» Merck -+- 2 cem Wasser 
+ 0,1 mg Fe verbrauchten in 1 Stunde 0,12 ccm (0°, 760 mm) 
Sauerstoff. , 

3. 23 mg «Lecithin ex ovo» Merck + 2 ccm H,O 
-+- 0,1 mg Fe verbrauchten in 2!/2 Stunden 0,18 ccm (0°, 760 mm) 
Sauerstoff. 

4. 40 mg Lecithin (neutrales Praparat, aus Hiihnereiern 
dargestellt) -- 2 ccm ™/1000-Essigsaure +- 0,1 mg Fe verbrauchten 
in 1 Stunde 0,19 ccm (0°, 760 mm) Sauerstoff. 

Bei passend gewahlten Mengenverhiltnissen (viel 
Lecithin, wenig Eisen) bleibt die Oxydationsgeschwindig- 
keit lange Zeit, z. B. 9 Stunden lang, fast konstant. 

Wie steht es nun mit der GrofSenordnung der von uns 
in vitro beobachteten Oxydationsgeschwindigkeit im Vergleich 
zu der Oxydationsgeschwindigkeit in lebenden Zellen, wenn 
wir den Lecithingehalt einer Zelle einerseits, ihren Sauerstoff- 
verbrauch anderseits einer Vergleichsrechnung zugrunde legen ? 
Die Antwort lautet, daB sich die Gréfen: Lecithinoxydations- 
geschwindigkeit in vitro und Oxydationsgeschwindigkeit in der 
lebenden Zelle, bezogen auf ihren Lecithingehalt, recht nahe 
kommen; als Beispiel sei hier erwéhnt, daBh die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit einer gegebenen Menge leben- 
der Seeigel-Spermatozoen in dem aus ihr bereiteten 
Alkoholatherextrakt bei Zugabe von Eisensalz wieder- 
erhalten werden kann. Freilich sind die Eisenkonzentra- 
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tionen in Zellen, wenn man ihren Eisengehalt auf ihr Gesamt- 
volumen bezieht, kleiner als die von uns in vitro angewandten; 
aber wir miissen bedenken, daB uns die Eisenkonzentrationen 
an den Reaktionsarten in der Zelle unbekannt sind. 

Andere wichtige Zellbestandteile sind auch bei Gegenwart 
von Eisensalz gegeniiber Sauerstoff bestindig; im besonderen 
haben wir das nachgewiesen fiir Nucleinséure (aus Thymus), 
Histon (aus Arbaciasperma), Eieralbumin, Traubenzucker und 
Olsaure. 
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Verhalten des Emulsins in Gegenwart von Pyridin. 


Von 


Dr. Géza Zemplén. 





(Aus dem chemischen Institut der Hochschule fiir Forstwesen Selmeczbanya.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Mai 1913.) 


In neuerer Zeit wurde die Wirkung des Emulsins auch 
in nicht wasserigen Lésungen festgestellt. Bourquelot'!) und 
seine Mitarbeiter benutzten diese Beobachtung zu einer be- 
quemen Methode der Glukosiddarstellung. Sie ist einstweilen fiir 
die Synthese der Alkoholglukoside ausgearbeitet. Die schénen 
Resultate, die die Auffindung der neuen Methode schon bisher 
brachte, erdffnen neue Perspektiven in der Chemie der Enzyme. 

Unter anderem darf man hoffen, in geeigneten Liésungs- 
mitteln noch manche synthetische Wirkungen des Emulsins be- 
obachten und verwerten zu kénnen. Deshalb unternahm ich 
die Untersuchung der Emulsinwirkung in Gegenwart von Pyridin. 
Letzteres ist ein ausgezeichnetes Losungsmittel der meisten 
Glukoside und von vielen Zucker, sodafi Pyridin ein sehr 
geeignetes Milieu fiir Enzymwirkungen in Aussicht zu nehmen 
ware, falls seine Gegenwart das Enzym nicht starkt schadigt. 

Als Versuchssubstrate wahlte ich drei Glukoside: Coni- 
ferin, Salicin und Amygdalin. Diese Substanzen erlauben, daf 





’) Bourquelot u. Bridel, Journal de pharmacie et de chimie [7], 
Bd. 3, S. 534; Bd. 4, S. 385 (1911); Bd. 5, S. 388 (1912). — Comptes 
rendus, Bd. 154, S. 1375, 1378 (1912); Bd. 154, S. 1737—1739 (1912); 
Bd. 155, S. 319 (1912). — Bourquelot, La synthése des Glucosides a 
Vaide de l’Emulsin, Paris 1912. 
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man die Wirkung des Emulsins mit Hilfe des Polarisations- 
apparates optisch verfolgt, und so ist man bequem imstande, 
durch die Beobachtung der Drehungsénderung des Reaktions- 
gemisches auf die stattfindenden Umwandlungen zu schlieBen. 
Die optische Verfolgung enzymatischer Prozesse wurde schon 
wiederholt mit sehr guten Resultaten von Abderhalden und 
von Bourquelot angewendet. 

Jedes der oben erwihnten Glukoside wird in wiisseriger 
L6sung von Emulsin leicht gespalten. In Gegenwart von kleineren 
Pyridinkonzentrationen vollzieht sich ebenfalls die Hydrolyse, 
obschon der Vorgang langsamer ist, als in rein wisseriger 
Lésung. In Gegenwart von 12°/o Pyridin ist die Emulsinwirkung 
noch deutlich zu erkennen. Oberhalb dieser Konzentration be- 
ginnt eine stirkere Hemmung der Hydrolyse. In Reaktions- 
gemischen, die 20°/o Pyridin enthielten, war in keinem Falle 
mehr eine Hydrolyse der Glukoside nachweisbar. 

Da 10°/o und noch viel weniger Pyridin geniigen, um die 
Léslichkeit sehr vieler Glukoside betrachtlich zu erhdhen, so 
darf man hoffen, in Gegenwart von Emulsin vielleicht die Hydro- 
lyse von sehr schwerléslichen Glukosiden beobachten zu kénnen. 
Bedenkt man auferdem, dab bei synthetischen Emulsinwirkungen, 
z. B. im Falle der Hefenmaltase') die optimale Alkoholkon- 
zentration gegen 30°/o liegt, so ist es mOéglich, daB 15—16°/o 
Pyridin geniigen, um synthetische Wirkungen hervorrufen zu 
konnen. 

Aus den Versuchsergebnissen sei noch hervorgehoben, 
dab bei der Hydrolyse des Amygdalins durch Emulsin sich in 
Gegenwart von Pyridin noch eine andere Umwandlung des Amyg- 
dalins vollzieht. Wihrend das Drehungsvermégen des Glukosids 
in wisseriger LOsung konstant ist, zeigt die Losung in Gegen- 
wart von Pyridin eine Mutarotation, die bei der Versuchstem- 
peratur von 32° nach 48 Stunden zu einem konstanten hédheren 
Drehungsvermégen fiihrt. Die Drehungsiainderungen stimmen 
sehr gut auf die Umwandlung des Amygdalins in Isoamygdalin. 


‘) Em. Bourquelot und M. Bridel, Comptes rendus, Bd. 156, 
S. 168—170 (1913). 
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Experimenteller Teil. 


Wechselnde Glukosidmengen wurden in Wasser, das 
wachsende Mengen Pyridin enthielt, gelést, in Gegenwart von 
Emulsin bei 32° stehen gelassen, und das Drehungsvermégen 
des Reaktionsgemisches verfolgt. Wird ein reines Emulsin- 
préiparat benutzt, so kann man durch einfache Filtration voll- 
kommen klare und gut polarisierbare LOsungen erhalten. Ich 
zog diese direkte Polarisation derjenigen der mit Bleiessig ge- 
klarten Loésungen vor, da in Gegenwart von Pyridin mit Blei- 
essig schlecht zu klirende und schlecht zu filtrierende Fliissig- 
keiten entstehen. Da aber Emulsin sowohl in Wasser als auch 
in wisserigen Pyridinlésungen ein deutliches Drehungsvermdgen 
besitzt, so habe ich letzteres direkt ermittelt. 0,4 g Emulsin in 
50 cem Wasser suspendiert drehten nach 24stiindigem Ver- 
weilen bei 32° in Gegenwart von 1 ccm Toluol — 0,7 Skalen- 
teile des Saccharinmeters nach links im 1 dm-Rohr. Dieselbe 
Menge Emulsin drehte in 40 ccm Wasser 10 ccm Pyridin suspen- 
diert nach 24 Stunden — 0,5 Skalenteile nach links. Diese 
Werte wurden bei der Angabe «des korrigierten Drehungs- 
winkels» berticksichtigt. 

Kennt man das Drehungsvermégen des Glukosids und 
dasjenige der Spaltungsprodukte, so kann man leicht das 
Drehungsvermégen der Lésungen nach der Hydrolyse durch 
einfache Rechnung ermitteln. Die berechneten Werte zeigten 
im Falle von Coniferin und Amygdalin eine geniigende Uber- 
einstimmung mit den gefundenen Drehungen. Beim Salicin 
wurde ein hédheres Drehungsvermégen gefunden, als es die 
Theorie verlangt. Einstweilen bin ich nicht in der Lage, die 
Begriindung dieser Tatsache aufzukliéren. Da ich iibrigens nur 
den Grad der Hydrolyse von Lésungen verschiedenen Pyridin- 
gehaltes erfahren wollte, so nahm ich an, daf die bei den 
wisserigen LOsungen beobachteten Drehungswerte einer Glu- 
kosidhydrolyse von 100°/o entsprechen, und verglich die iibrigen 
Hydrolysen mit derjenigen der wiisserigen Lisung. Bei Amyg- 
dalin entsprechen diese relative Zahlen nicht der Wirklichkeit. 
Hier setzt sich die beobachtete Drehung aus der Zusammen- 
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wirkung von zwei Vorgaéngen: Hydrolyse und Umwandlung in 
Isoamygdalin zusammen. Die Beobachtung des Drehungsver- 
mogens allein gibt keine Aufklérung dafiir: wieviel des Drehungs- 
vermOgens dem ersten und wieviel dem zweiten Vorgange 
entspricht. Es ist interessant, daB die Gegenwart des Emulsins 
die Umwandlung des Amygdalins in Isoamygdalin bedeutend 


verlangsamt. 


Versuche mit Coniferin. 


Molekulargewicht berechnet fiir: C,H,,0, +-2H,O = 378,21; 
fiir die wasserfreie Substanz: 342,18. Nach der Hydrolyse ent- 
stehen 180,10 d-Glukose. Zur Ermittlung des Drehungsver- 
mdégens des benutzten Priparates dienten folgende Bestimmungen: 

0,3965 g Substanz (auf wasserfreie Substanz berechnet : 
0,3587 g) in Wasser gelést; Gesamtgewicht der Lésung 85,0071; 
spezifisches Gewicht 1,001; drehte Natriumlicht im 2 dm-Rohr 
bei 20°, — 0,60° nach links; mithin: 


[a], = — 64,05° in Wasser fiir die krystallwasserhaltige Substanz, 
[a]; = — 70,08? inWasser fiir die wasserfreie Substanz berechnet. 

Der in der Literatur befindliche Wert fiir Coniferin ist 
[a];} = — 66,9° fiir die wasserfreie Substanz. 1) 


Das Verhiltnis des Drehungsvermogens der Fliissigkeit vor 
und nach der Hydrolyse in wasseriger Lésung, berechnet nach 
dem Drehungsvermoégen des von mir benutzten Priparates, war: 

— 2,42° > + 0,945". 

Ferner bestimmte ich das Drehungsvermégen des Coni- 
ferins in Gegenwart von Pyridin und in reiner Pyridinlésung 
mit folgendem Resultate: 

1,6869 g Substanz (darin 1,526 g wasserfreies Coniferin) 
in 40 ccm Wasser und 10 cem Pyridin gelést; Gesamtgewicht 
der Lésung 50,6274 g; spezifisches Gewicht 1,008; drehte Na- 
triumlicht im 1 dm-Rohr bei 20°, — 2,04° nach links; mithin: 
[a], = — 60,74° in wiisseriger Pyridinlésung fiir die krystall- 
wasserhaltige Substanz, 





‘) Wegscheider, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 18, S. 1600 (1885). 
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Substanz. 
0,4750 g Substanz in Pyrdin gelést; Gesamtgewicht der 
Lésung 32,146 g; spezifisches Gewicht 0,999; drehte Natrium- 
licht im 1 dm-Rohr bei 20°, — 1,69° nach links; mithin: 


[al = — 36,86° in Pyridin fiir die krystallwasserhaltige Substanz, 


Coniferin. 


I. Versuchsreihe. 
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— 67,7° in wisseriger Pyridinlésung fiir die wasserfreie 


— 40,75° in Pyridin fiir die wasserfreie Substanz. 


Jede Probe enthielt 1 g Coniferin, 50 ccm Lésungsmittel und 
0,4 g Emulsin. — Die Kontrollproben wurden ohne Emulsin angesetzt; 
Probe Nr. 1 und 2 enthielten je 1 ccm Toluol. 


























Be- Zusammen- Drehungswinkel Grad 
ich- —— eerawresy | o 
penn aetaung vorder, nach | nach | nach | nach |, End- “se 
des des Hydro 24 | 72 | 9 | a1 [Memnel 
Probe] Lésungsmittels | lyse | Stund.| Stund. Tagen’ Tagen| giert | in %o 
Kontrollprobe et 9 -| ” ae .| , -| er 
1 50 ccm Wasser 3,15 — 3,15 — 3,15 aa 8,15|— 3,15 — 3,15 — 
2 | 50 ccm Wasser |— 3,15 -+0,5 |+0,7 |0,7 |-0,7 |-+1,4 | 100 
48 ccm Wasser |_ 99 |__ aa 9 

3 +- 2 com Pyridin|— 3,2 0,6 |—0,3 |—0,3 |—0,3 |+04] 79 
46 ccm Wasser on|__ es = a a 

4 + & com Pyridin|— 3,25|— 2,7 2,4 2,4 2.4 1,8 | 32 
44 ccm Wasser wl an | or — 

° + 6 cem Pyridin} ~ 3,35|— 3,7 |— 3,7 |— 3,4 ey 3,7 |— 3,1 ),0 

: 42 ccm Wasser , a ae. F 

. +-8 ccm Pyridin}| ~ 3,4 |— 3,8 |— 3,8 |— 3,8 \— 3,8 |— 3,3 2 
40 ccm Wasser |__ a ygr|__ a gr|__ 7 oe oe . 

7 +- 10 cem Pyridin 3,45 — 3,95 — 3,95 3,95) ian 3,45, 0 
Kontrollprobe | | 





40 ccm Wasser 


-+- 10 ccm Pyridin 














— 3,45|— 3,95 — 3,45) — 3,45 
| | 


— 3,45 — 3,45 





Der Drehungswinkel fiir Probe 1 ist aus den Daten einer ver- 
diinnten Lésung durch Rechnung ermittelt worden, da das Coniferin in 
Wasser nicht geniigend léslich ist. 
Der berechnete Wert fiir Probe 2 nach der Hydrolyse betrigt 
-+- 1,55 Skalenteile, wihrend der beobachtete Winkel -+- 1,4 ist. 











+20 Géza Zemplén, 


Coniferin. II. Versuchsreihe. 
Jede Probe enthielt 2 g Coniferin und 50 ccm des Lésungsmittels ; 
aufterdem wurde den Kontrollproben ausgenommen jeder Fliissigkeit 0,4 g 























Emulsin zugesetzt. — Probe Nr. 1 und 2 enthielten je 1 ccm Toluol. 
Be- | Zusammen- [| Drehungswinkel — Grad 
zeich- ; San We as ee ea 
ni — vorder nach | nach | nach | nach Ra Hydro- 
der a Hydro-- 24 | 72 | ; | 82 lyse 
Probe] Losungsmittels | lyse Stund.| Stund.| Tagen | Tagen giert | jn % 
. ; aes | | 
g | mn ere Tot | it nl i ll I 
| | 


50 ccm Wasser | | | 
2 | 50 ccm Wasser |— 6,3 | + 2,0) +21 | + 2,2 | +22|+-22] 100 


3 eect Pyridiat— &* | —18/—1,8/—1,8)/—18/—11] 62 





Wa } } 
46 ccm Wasse Tr oe ee ee 
asec! I— 6,53| — 5,3 | — 5,3; —5,2|—5,2;/—4,6] 47 
| | 


| 
4 | 
+- 4 ccm Pyridin | 
| | 
re | | | | 
r 44 ccm Wasser pe » | . a | , 
5 os Trees a OES) ~~ | ~~ 9 | — 6,7|—6,7| —6,1 6,5 
+- 6 cem Pyridin | “— | | 
| 
> on # 
. | 42ccm Wasser . 6 mg | | “ 
6 — 6,8 |—7,1,|—7,1| —7,2' —7,2 —6,7 1 


-+- 8 ecm Pyridin 


sJ 


| 

4) ccm Wasser P oat a! | 
+10 ccm Pyridin| 6,9 | —7,2 2 | —7,4|— 7,4 = 6,9 0 

| 





| 
Kontrollprobe | | 
8 | 40 ccm Wasser |— 6,9 | —6,9 | — 6,9 |—6,9|—6,9'—69] — 
~410ccem Pyridin | | 
Das Drehungsvermégen der Probe 1 wurde durch Rechnung aus 
den Daten einer verdiinnten Lésung ermittelt. 
Der berechnete Wert fiir die Drehung der Probe 2 nach der 
Hydrolyse betragt -+- 2,46 Skalenteile, wahrend der beobachtete Drehungs- 




















winkel -}- 2,2 ist. 
Versuche mit Salicin. 

Molekulargewicht berechnet fiir C,,H,,0,, = 386,14. 

Nach der Hydrolyse entstehen 180,10 d-Glukose. 

Fiir die Feststellung des Drehungsvermégens des Priipa- 
rates dienten folgende Bestimmungen: 

1,8338 g Substanz in Wasser gelést; Gesamtgewicht der 
Lisung 51,324 g; spezifisches Gewicht 1,006; drehte Natrium- 
licht im 1 dm-Rohr — 2,29° nach rechts; mithin: 


- 420 ro: 
[a], = — 63,6° in Wasser. 
Aus den Angaben der Literatur erwihne ich die Bestimmung 
. ; ; : : 2 20) . 
von W egscheider,') derin wasseriger Losung [a], = — 62,56", 


1) Wegscheider, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 18, S. 1600 (1885). 
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und von Bourquelot,') der 64,9° angibt. Meine Werte liegen 
in der Mitte zwischen den Zahlen der beiden Autoren. 

Das Verhiltnis der Drehungsvermoégen der Fliissigkeit vor 
und nach der Hydrolyse in wasseriger Lisung, berechnet nach 
dem Drehungsvermégen des von mir benutzten Priiparates, war: 

— 2,46° —> + 0,945°. 

Ferner ermittelte ich das Drehungsvermégen des Salicins 
in wdsserigem und in reinem Pyridin: 

2,0965 g Salicin in 40 cem Wasser und 10 cem Pyridin gelost ; 
Gesamtgewicht der Lisung 50,901 g; spez. Gewicht 1,01; drehte 
Natriumlicht im 1 dm-Rohr bei 20°, — 2,06° nach links; mithin: 

[a in = — 49,5° in wisseriger Pyridinlésung. 

1,3885 g in Pyridin gelést; Gesamtgewicht 44,6321 g; 
spezifisches Gewicht 0,997; drehte Natriumlicht im 1 dm-Rohr 
bei 20°, — 0,63° nach links; mithin: 

[a|;, = — 20,3° in Pyridin. 
Salicin. I. Versuchsreihe. 

Jede Probe enthielt 1 g Salicin und 50 ccm Liésungsmittel. Aufer 
den Kontrollproben wurde jeder Fliissigkeit 0,4 g Emulsin zugesetzt. — 
Probe Nr. 1 und 2 enthielten je 1 cem Toluol. 



































Be- Dre hungsw inkel Grad 
zeich- Zusammensetzung des — ‘nei —| der 
nung . vr de h | nach | nach | ,ore;. [Hydro- 

der Lésungsmittels ioe e. "a9 | naa kort Tyee 
Probe lyse | Stund.| Stund.| Stund. igie rlerl in o/, 

1 | Kontrollprobe: 50 ccm Wasser |— 3,6\— 3,6, — 3,6 — 3,6|— 3,6) — 
2 50 com Wasser —B6-r L2-+ 4, 2 + 1,2 + 1,9] 100 
3 |48ccm Wasser -}+ 2 ccm Pyridin|— 3,4, tr 0,6|-+ 1,0 + 1,0 -+- 1,7] 93 
& |46 » > - 4 » > — 3; 3— 2.2|— 1, g|— 1,8)— 1,2] 38 
5D 44 » >» +6 >» > —3,1|— 8,1 —3,0 —3,0|—2,4 13 
6 [42 » >» -+ 8 » > — 8,9\—3,8/— 3,3\— 3,3,— 2,8] 1,8 
7 40 > >» +10 » > a A BA ee a 0 
Kontrollprobe | | 
8 —28)—28/—28'/ 28,28] — 
40 ccm Wasser -+- 19 cem Pyridin 2 8 28 ad 8 ie 











Die Probe Nr. 2 nahm eine rotlichgelbe Farbung auf, ‘die iibrigen 
Proben waren je nach dem Grad der Hydrolyse stufenweise heller gefirbt. 

Der berechnete Wert fiir die Drehung der Probe 2 nach der Hydrolyse 
betrigt +-1,4 Skalenteile, wahrend der beobachtete Drehungswinkel + 1,9 ist. 





') Em. Bourquelot, Journal de pharmacie et de chimie [7], Bd. 2. 
S. 241—248 (1910). 








Coniferin. 


Géza Zempleén, 


II. Versuchsreihe. 





Jede Probe enthielt 2 g Coniferin und 50 ccm des Lisungsmittels ; 
auferdem wurde den Kontrollproben ausgenommen jeder Fliissigkeit 0,4 g 


























Emulsin zugesetzt. — Probe Nr. 1 und 2 enthielten je 1 ccm Toluol. 
Be- | Zusammen- Drebungswinkel Grad 
zeich- set7zung wat eran Wann en temeed ed toeeen ae, 
nung a vorder) nach nach | nach | | nach a Hydro- 
der es fitydro-| 24 | 72 | 9 ptt “korri-'| lyse 
Probe| Losungsmittels | lyse | Stund.| Stund.| Tagen | bak giert | in %o 





} 
| 


, 
1 Kontrollprobe = 6. 3 | | _ 6. 3 - 6, 3 sii 6,3 | a 6,3 aed 6,3 _—_ 
| 


50 ccm Wasser 
+20/+ | 2. 1 +22 +22 +22 100 


JO 
; 48 com Wass 
i. = es |_18|— 18 
—+- 2 cem Pyridin | 


2 50 ccm Wasser |— 6,3 


46 com Wasser 





4 — 6,53| —5,3|— 5 big =e 
t LL 4 com Pyridin 6, a) 8 5,3 | ' ), | 4,6] 47 
‘. 44 ccm Wasser = | si 7 | 3 5 
9 1+ 6 cem Pyridin iets Bites 6,7 | - ai | aa - 
| | 
. | 42 ccm Wasser - 74|__99| 9 | _ 
: +-8 cem Pyridin} — 6,8 “1 )— 7,1 | in| — te | — 6,4 / 
i 40) com Wasser P , 79 | ‘ | 
‘ }++-10cem Pyridin| 6,9 72 dod 14|— 74 \ 6,9 0 
| 
Kontrollprobe 
R 40 com Wasser |— 6,9 | — 6,9 — 6,9 — 6,9 | — 6,9 | —69] — 

















10 ecm Pyridin 
Das sehen: der Probe 1 wurde durch Rechnung aus 
den Daten einer verdiinnten Lésung ermittelt. 

Der berechnete Wert fiir die Drehung der Probe 2 nach der 
Hydrolyse betriagt ++ 2,46 Skalenteile, wahrend der beobachtete Drehungs- 
winkel -- 2,2 ist. 

Versuche mit Salicin. 

Molekulargewicht berechnet fiir C,,H,,0,, = 386,14. 

Nach der Hydrolyse entstehen 180,10 d-Glukose. 

Fiir die Feststellung des Drehungsvermoégens des Pripa- 
rates dienten folgende Bestimmungen: 

1,8338 g Substanz in Wasser gelést; Gesamtgewicht der 
Lisung 51,324 g; spezifisches Gewicht 1,006; drehte Natrium- 
licht im 1 dm-Rohr — 2,29° nach rechts; mithin: 

[a] a = — 63,6° in Wasser. 

Aus den Angaben der Literatur erwahne ich ae —— 

von W egscheider, ') derin wasseriger Losung [a - — 62,56°, 


'W egscheide r, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 18, S. 1600 (1885). 
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und von Bourquelot,') der 64,9° angibt. Meine Werte liegen 
in der Mitte zwischen den Zahlen der beiden Autoren. 

Das Verhialtnis der Drehungsvermogen der Fliissigkeit vor 
und nach der Hydrolyse in wiasseriger Lisung, berechnet nach 
dem Drehungsvermégen des von mir benutzten Priiparates, war: 

— 2,46° > + 0,945°. 

Ferner ermittelte ich das DrehungsvermOgen des Salicins 
in wésserigem und in reinem Pyridin: 

2,0965 g Salicin in 40 ccm Wasser und 10 ccm Pyridin gelést; 
Gesamtgewicht der Lisung 50,901 g; spez. Gewicht 1,01; drehte 
Natriumlicht im 1 dm-Rohr bei 20°, — 2,06° nach links; mithin: 

[a - = — 49,5° in wasseriger Pyridinlésung. 

1,3885 g in Pyridin gelést; Gesamtgewicht 44,6321 g; 
spezifisches Gewicht 0,997; drehte Natriumlicht im 1 dm-Rohr 
bei 20°, — 0,63° nach links; mithin: 


120 ‘ . ¢ a¢ 
[a|5, = — 20,3° in Pyridin. 





Salicin. I. Versuchsreihe. 
Jede Probe enthielt 1 g Salicin und 50 ccm Lésungsmittel. Aufer 
den Kontrollproben wurde jeder Fliissigkeit 0,4 g Emulsin zugesetzt. — 
Probe Nr. 1 und 2 enthielten je 1 ccm Toluol. 























Be- _Drehungswinkel Grad 
zeich- Zusammensetzung des . nil —J| der 
nung : vor or de r;) nac h nach | nac h | | korri- }Hydro- 

der Lésungsmittels Hydro-} 18 | 89 | 185 lyse 
Probe lyse 'Stund.| Stund.) Stund.| igie rterl in 0/, 

1 | Kontrollprobe: 50 ccm Wasser |— 3,6\— 3,6'— 3,6 — 3,6/— 3,6) — 
2 50 ccm Wasser po 2 6+ 1,2/+ 1,2,+ 1,2\+ 1,9] 100 
3 148ccm Wasser -+- 2 ccm Pyridin|— 3,4, ir 0,6, i+ 1,0-+1,0-+- 1,7] 93 
t 146 » >» + 4 » > — 3,3\— 2,2|— 18\—1,8—1,2 38 
D 44 » > ~t- 6b » > ui aie 30\— 3,0/— 2,4 13 
6 42 > » ae 8 » > aed 2, 3— 3, 3\— 3,3|— 3 :3\— 2, 8 1,8 
7 140 » >» +10 » > —28|— 33 —33—33 —28 0 
Kontrollprobe | 
8 = —O— =) — 
40 ccm Wasser ++ 10 ccm Pyridin 2 18) 28 8 8 6 











Die Probe Nr. 2 nahm eine rotlichgelbe Farbung auf, ‘die iibrigen 
Proben waren je nach dem Grad der Hydrolyse stufenweise heller gefirbt. 
Der berechnete Wert fiir die Drehung der Probe 2 nach der Hydrolyse 
betrigt +- 1,4 Skalenteile, wahrend der beobachtete Drehungswinkel + 1,9 ist. 





‘) Em. Bourquelot, Journal de pharmacie et de chimie [7], Bd. 2. 
S. 241—248 (1910). 
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Géza Zemplen, 


Salicin. 


Il. Versuchsreihe. 


Jede Probe enthielt 2 g Salicin und 50 ccm Lésungsmittel. — 


Auber den Kontrollproben wurde jeder Flissigkeit 0,4 g Emulsin zuge- 
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setzt. — Probe Nr. 1 und 2 enthielten je 1 ccm Toluol. 

Be- | Zusammen- Drehungswinkel Grad 
zeich- ' ee : der 
nun setzung vorder| nach | nach | nach | nach |. End- . 

5 des | | drehung}Htydro 
der Hydro-| 20 69 | 8 10 korri-” lyse 
Probe] Lésungsmittels | lyse Stund. | Stund. Tagen | Tagen) giert | in °/o 

| 
Kontrollprobe a | 
1 thewiiao;, 7,1 im 71 | —7.1)/—7,1|—7,1)/;—71} — 
2 | 50 cem Wasser | — 7,1 /+3,0 | -+3,0/-+3,0!+30)+-3,7] 100 
| 
48 ccm Wasser | F | ¢ 
3 4+. 2 ccm Pyridin| — 6,7 }— 0,86 + 1,2} + 1,7 | +-1,7|+2,6] 87 
46 ccm Wasser , | 9 3 ‘ oF 
4 4+- 4 cem Pyridin| — 6,4 |— 3,6 | — 2,7| —2,4;—2,4|—1,8] 42,5 
P 44 ccm Wasser | 7 . ce 
5 LL 6 cem Pyridin| — 6,1 = 5,6 | —5,5|—5,5|—d5,5|—4,9] 11 
. | 42 ccm Wasser ei 1 ce ” ‘ . 
6 +- 8 cem Pyridin| —~ ° 8 |— 5,9 | —5,9| —5,9 | —5,9 | — 5,4 3,9 
5 | 40 ccm Wasser : — 
é + 10 ecm Pyridin en 5, i 6,0 — 6,0 on 6,0 — 6,0 sae 0,0 0 
Kontrollprobe 
8 | 40 ccm Wasser |—5,5|— 5,5 | —5,5|—5,5|—5,5|— 55] — 
-++- 10 ccm Pyridin 





























Die zweite Probe war nach der Hydrolyse braungelb gefirbt, die 
iibrigen Proben nach und nach heller. 

Der berechnete Wert fiir die Drehung der Proben 2 nach der 
Hydrolyse betrigt -+- 2,7 Skalenteile, wihrend der beobachtete Drehungs- 


winkel -+ 3,7 ist. 
Versuche mit Amygdalin. 


Molekulargewicht berechnet fiirC,,H,,0,,N--3H,0: 511,27: 
fiir wasserfreie Substanz berechnet: 457,23; bei der Hydrolyse 
entstehen daraus 360,20 Glukose. Fiir die Ermittlung des Drehungs- 
vermogens des Priparates dienten folgende Bestimmungen. . 

2.9435 g Amygdalin (2,632 g wasserfreie Substanz ent- 
haltend) in Wasser gelést; Gesamtgewicht der Lésung 52,0365 g; 
spezifisches Gewicht 1,01; drehte Natriumlicht in 1 dm-Rohr 
bei 20°, — 2,04° nach links: mithin 


[a]; = — 35,87° in Wasserfiir diekrystallwasserhaltige Substanz, 


[a] = — 40,01° in Wasser fiir die wasserfreie Substanz. 
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Nach Auld’) ist das Drehungsvermégen des Amygdalins 
— 41,6° in Wasser, nach Bourqelot*?) — 39°. Meine Werte 
fallen in die Mitte der beiden Bestimmungen. 

Das Verhiltnis des Drehungsvermégens der Fliissigkeiten 
vor und nach der Hydrolyse in wiisseriger LOsung berechnet aus 
dem DrehungsvermOgen des von mir benutzten Priiparates war: 


— 1,83° ——» + 1,89°. 


Die Veranderung des Drehungsvermégens in Gegenwart 
von Pyridin zeigt folgender Versuch, den ich bei 32° an- 
gestellt habe. 

2,1507 g Amygdalin (1,924 g wasserfreie Substanz) in 
40 ccm Wasser -+ 10 ccm Pyridin gelést; Gesamtgewicht der 
Lésung 51,408; spezifisches Gewicht 1,01; drehte Natriumlicht 
im 1 dm-Rohr 10 Minuten nach dem Auflésen bei 20°, — 1,52° 
nach links; nach 24 Stunden + 1,90°, nach 48 Stunden 
+- 1,99°, nach 72 Stunden +- 1,99° nach rechts; mithin 


Anfangsdrehung [a}> — — 35,89° fiir die wasserhaltige Substanz 
in Wasser -++ Pyridin. 

Anfangsdrehung [a], = — 40,13 fiir die wasserfreie Substanz 
in Wasser -+- Pyridin. 

Enddrehung [a]; — — 47,06° fiir die wasserhaltige Substanz 
in Wasser -+ Pyridin. 

Enddrehung [a], = — 52,61° fiir die wasserfreie Substanz in 


Wasser und Pyridin. 
Die Anderung des Drehungsvermégens stimmt sehr gut 
mit dem optischen Verhalten des Amygdalins bei seiner Um- 


wandlung in Isoamygdalin. 
Dakin,*) der Entdecker des Isoamygdalins, stellte das 


Produkt durch Schiitteln des Amygdalins mit Barytwasser bei 





') Auld, Journal of the Chemical Society, Bd. 93, S. 1277 (1908). 

*) Em. Bourquelot, Journal de pharmacie et de chimie [7], Bd. 2, 
S. 241—248 (1910). 

3) Henry Drysdale Dakin, Journal of the Chemical Society, 
Bd. 85, S. 1512—1520 (1904). 
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gewOhnlicher Temperatur dar und fand bei der Substanz mit 


2 Mol. Krystallwasser [a])) = — 47,6° (2,688 g in 100 ccm 
Wasser geldst). Rechnet man diesen Wert auf wasserfreie 
Substanz um, so erhalt man [a], = — 51,35° fiir wasserfreies 


Isoamygdalin, wiihrend ich mit Pyridin ein Produkt mit dem 
Drehungsverm6gen von [a] = — 52,61° erhielt. 

Bei Zimmertemperatur vollzieht sich diese Verinderung 
des Amygdalins in Gegenwart derselben Pyridinkonzentration 
viel langsamer, wie es folgender Versuch beweist: 

2,1507 g Amygdalin in 40 com Wasser +- 10 cem Pyridin 
gelist; Gesamtgewicht der L6sung 51,4080. Zeigte im 1 dm-Rohr 
folgende Drehungswinkel in Saccharimetergraden bei 20°: 


10 Minuten nach dem Auflésen — 4,3 
nach 20 Stunden — 4,4 
» 48 » — 4,6 
» 72 » — 4,8. 


Nach 3 Tagen erreichten die Werte nicht einmal die Hiilfte 
des Drehungsvermoégens, das bei 32° schon nach 48 Stunden 
konstant wird. Der Endwert fiir obige Fliissigkeit wire — 5,65 
Skalenteile. 

Endlich ermittelte ich das Drehungsvermégen des Amyg- 
dalins in Pyridinlésung. 

2.1402 g Amygdalin (1,914 g wasserfreie Substanz) in 
Pyridin; Gesamtgewicht der 52,1344 g; spezifisches Gewicht 
0,999: drehte Natriumlicht im 1 dm-Rohr bei 20° — 1,85° 
nach links; mithin 
[a] = — 45,05° in Pyridin fiir die wasserhaltige Substanz, 

[a|;) = — 50,4° in Pyridin fiir die wasserfreie Substanz. 

Das Drehungsvermégen blieb wihrend 4 Tagen innerhalb 
der Fehlergrenzen konstant. Eine weitere Untersuchung wird 
feststellen, ob in reinen Pyridinlésungen bei gewohnlicher Tem- 
peratur sofort eine Umwandlung des Amygdalins zu Isoamyg- 


dalin stattfindet. 
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Amygdalin. I. Versuchsreihe. 


Jede der Proben enthielt 1 g Amygdalin, 50 ccm des Lésungsmittels 
und, aufer den Kontrollproben, jede 0,4 g Emulsin. — Den Proben Nr. 1 und 2 
' wurde je 1 ccm Toluol zugesetzt. 


Nites: 
































: Grad 
Be- | Zusammen- Drehungswinkel ia 
zeich- setzung —$—________—_ ) Hydro- 
nung vorder| ohne | mit | nach} nach) nach) nach | nach | lyse 
dar des Hyd /Emulsin aera 73 | 7 10 . 10 | 24 nach 
- , yaro-} nach | sin [@ 1 agen | Stund| | . 
Probe| Losungsmittels eis 48 | nach |Stun-| Ta- | Ta- | Kopri. | korri- [24 Std. 
yse | Stunden 24 Std,| den | gen | gen | giert | giert | in 
| | | | 
- a rewire 
1 Kontrollprobe = 20 aoe ») 0 a 20/— 2 0|— 20 at 2 0 — 2.0 — 2.0 on 
50 ccm Wasser ’ | | , | | 
| 
) 2 | 50ccm Wasser |— 2,0 |— 2,0 |-+- 1,4/-+- 1,4-+- 1,4-++ 1,4 + 2,1)/+- 2,1} 100 
| | } 
i 48 ccm Wasser | | | | 
: 3 ye ge i 2.0 | — 5/-+- 1,2 i+- 0,9 + 0,9 1,6-+-1,8} 81 
; -+- 2 ccm Pyridin | 2,15/-+ 1, u 1,1) + gs ” 
% 
3 LR } | 
4 | *6ccm Wasser |_ 9 o5|_ 9.3 |— 0,7|\—0,7|— 0,9|— 0,9|—0,3/— 0,1] 47 
+- 4 ccm Pyridin | | | | 
| | | | 
|e i | } j 
- | 44 ccm Wasser . | -_ | a A. 
a) . - 4: |— 2,08|— 2,5 |— 2,1/— 2,4/— 2,4. — 2,4 — 1,8 — 1, 3 
-+- 6 ccm Pyridin - | ” ” 2,4 . . ; 1,5) 13 
| | 
49 ™ _| of eae | 
g | #2ccm Wasser | __ 9 05|_ 9. g5|— 2.5|— 2,9|— 3,1| 3,1, 2,6, 2,0) 0 
+- 8 ccm Pyridin | | | | | 
| | | | 
| | | | | 
40 ee ser | | 
7 | 20 ccm Wasser |_o4 |_98 | a6 9.9\—3,1\—3,1/—2,6,—2,11 0 
-+- 10 ccm Pyridin _ vas Wil, oy Cis | 
| 
. | | | 
Kontrollprobe | | | | 
8 | 40ccm Wasser |—2,1 —2,8 |—2,7,-28 — | — | — | —|-— 
+ 10cem Pyridin | | | | 
Die Probe Nr. 2 schied einen gelblich gefirbten Niederschlag aus und 
die Lésung farbte sich hell gelbgriin. — Mit dem abnehmenden Grad der 
Hydrolyse war die Menge des Niederschlages stufenweise geringer. 
Der berechnete Wert fiir die Drehung der Probe 2 nach der Hydrolyse 
betrigt ++ 2,06 Skalenteile, wihrend der beobachtete Drehungswinkel -|- 2,1 ist. 
Die Werte der zweiten Spalte sind aus den Drehungen der 1. und 8. Probe 
berechnet. 
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Amygdalin. II. Versuchsreihe. 


Jede Probe enthielt 3 g Amygdalin und 50 ccm des Lésungsmittels. — 
Aufer den Kontrollproben wurde zu jeder Fliissigkeit 0,4 g Emulsin zugesetzt. — 
Probe Nr. 1 und 2 enthielten je 1 ccm Toluol. 





Be ; Grad H 
c Zusammen- Drehungswinkel ie 
zeich- setzung ' : : : Hydro- 
nung vorder ohne | mit | nach! nach} nach} nach | nach | lyse 
des Emul-|Emulsin) 75 | 7 11 11 24 
der - ;| 49 | nach 
Hydro-| sin | nach Stun-| Ta- | Ta- | Tagen Stund-t.. 
nach 24 n korri- | korri- [24 Std. 





Probe] Loésungsmittels “a | 
yS€ 48 Std.|Stunden| den | gen | gen | giert | giert | in 





Kontrollprobe " " | . 7 e 
1 Perec latent, 5,8 |— 5,8/— 5,8 |— 5,8\— 5,8/— 5,8\— 5,8/-5,8 | — 


50 ccm Wasser J— 5,8 |— 5,8/-+- 5,0 |+ 4,7/-++ 4,7/+ 4,7|+ 5,4/+5,7 | 100 


Bea cem Peridin( 28 |—62++2,5 4-2,7/-+34|+-3,214+-3,9143,2 | 78 
Hap peed eS — 5,85|— 6,6|— 3,0 |—3,3|— 3,6|— 3,9|— 3,3|-2,4 | 30 


5 feplpraiesare st — 5,85|— 7,0|— 5,4 |— 6,0\— 6,5|—6,8\—6,2/-4,8 | 9 


42 ccm Wasser wile j 
' +- 8 ccm Pyridin| — 5,85 — 7,4\— 6,3 |— 7,0 — 7,5,— 7,8)\— 7,3/—5,8 0 


40 ccm Wasser e 
, -+-10cem Pyridin] — 5,9 |— 7,8)|— 6,65|— 7,3 — 8,0\— 8,2|— 7,7\-6,15) 0 


bo 








—_ 


Kontrollprobe 
y 4) ccm Wasser |— 5,9 |— 7,8\—7,55'\— 7,8) — a 7 re 7 
-++ 10 ccm Pyridin 
































In der 2. Probe entstand ein kraftiger gelblich gefarbter Niederschlag 
und die Lésung farbte sich gelbbraun. — Mit dem abnehmenden Grad der 
Hydrolyse war die Menge des Niederschlages ebenfalls geringer. 

Der berechnete Wert fiir die Drehung der Probe 2 nach der Hydrolyse 
betrigt +- 6,0 Skalenteile, waihrend der beobachtete Drehungswinkel -+- 5,7 ist. 


Die Versuche zeigen deutlich, dai die Gegenwart des 
Emulsins die Umwandlung des Amygdalins zu Isoamygdalin 
stark verzigert. 























Studien zur Physiologie der Schilddriise. 


Von 
F. Blum. 


Aus dem biologischen Institut zu Frankfurt a. M. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1913.) 


Die Schilddriise ist ein fiir den Organismus der héheren 
Tiere lebenswichtiges Organ. 

In der Schilddriise ist Jod in besonderer Bindung ab- 
gelagert. 

Diese beiden Siitze enthalten das Fundamentale und un- 
bestritten Feststehende aus der heutigen Lehre von der Phy- 
siologie der Schilddriise. Wie aber sich die fiir den Organismus 
so eingreifende Tiitigkeit der Schilddriise abspielt — ob es 
sich um die Abgabe eines im Kreislauf oder in fernen Organ- 
bezirken stimulierenden Sekretes bei ihr handelt oder ob nicht 
doch der Einflu8 der Thyreoidea auf den Organismus durch 
eine intraglandulire Entgiftung (Blum) sich geltend macht — 
dariiber herrscht noch Ungewifheit und Uneinigkeit. Auch die 
Stellung der sogenannten Epithelkérperchen — Glandulae para- 
thyreoideae —- im System des Schilddriisenapparates ist nur 
entwicklungsgeschichtlich, nicht aber anatomisch und gewif 
nicht physiologisch sichergestellt. Liegt die Aufklarung dieser 
letzteren Frage und ebenso von vielen anderen in der Schild- 
driisenlehre mehr auf dem Gebiet anatomischer und experi- 
mentell-physiologischer Forschung, so wird das Schicksal des 
Jods in der Schilddriise und ein etwaiger Jodstoffwechsel des 
Organismus und anderseits eine Jodspeicherung in Form von 
Jodalkali in einzelnen Organen nur auf dem Wege exakter phy- 
siologisch-chemischer Untersuchungen endgiiltig gelést werden. 
Hierzu bediirfen wir einmal einwandfreier Nachweismethoden 
von Jod selbst in groBen Mengen organischen Materials und 
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fernerhin einer sicheren Trennung von organisch und anor- 
ganisch gebundenem Jod. Der Auffindung solcher Methoden 
haben wir im biologischen Institut uns gewidmet und es sollen 
im folgenden unsere Resultate wiedergegeben werden. Aus- 
gestattet mit dem Riistzeug eines gentigend sicheren Verfahrens 
zum Jodnachweis und eines solchen zur Abtrennung von an- 
organisch gebundenem Jod aus Organbreien und Siéften, haben 
wir dann den schon friiher von mir vielfach bearbeiteten Jod- 
stoffwechsel der Schilddriise und des Gesamtorganismus von 
neuem studiert und hoffen nunmehr endgiiltig die Frage gelost 
zu haben, ob die Schilddriise ihren spezifischen JodeiweiB- 
kérper sekretorisch in den Organismus abgibt oder ob sie das 
Halogen nur in ihrem eigenen speziellen Haushalt verwertet. 
Wie dieser Jodstoffwechsel in der Schilddriise ablauft und worin 
seine besonderen Eigenschaften bestehen, welches fernerhin 
das Schicksal des Schilddriisenjodeiweifes ist, wenn es etwa 
in den Kreislauf hineingelangt, wird in hier anschliefbenden 
Arbeiten eingehend eroértert werden. 

Es erfiillt mich mit besonderer Genugtuung, daB die auf 
breitester Basis von meinen Mitarbeitern und mir durchgefiihrten 
Untersuchungen meiner Auffassung von der Lebenstitigkeit der 
Schilddriise als eines durch intraglanduliére Entgiftung wirkenden 
Organs neue und weitgehende Bestatigung gebracht haben. 




















Studien zur Physiologie der Schilddriise. 
I. Mitteilung. 
Methoden der Jodbestimmungen in organischen Substanzen, 


Von 


F. Blum und R. Griitzner. 


(Aus dem biologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1913.) 

Betrachten wir die zahlreichen angegebenen Methoden 
darauf hin, ob sie die Aufgabe lésen kénnen, in gréferen 
Quantitéten Blutes und in ganzen Organen kleinste Mengen 
Jod (es handelt sich um Zehntel-Milligramme) einwandsfrei 
nachzuweisen, so kommen von vornherein eine groBe Anzahl 
in Wegfall: Zunichst die sonst so verlaflichen Methoden der 
Halogensilberbestimmung auf gravimetrischem wie auf titri- 
metrischem Wege. Das regelmafig in dem zu verarbeitenden 
Materiale in viel betrachtlicherer Menge vorhandene Chlor macht 
eine Bestimmung von Spuren Jod auf diese Weise unmdglich. 

Ein Durchsprechen der Methoden, die in der Hauptsache 
auf den Nachweis des Jods im Urin zugeschniiten sind, er- 
iibrigt sich; denn sie alle kénnen den fiir unsere Zwecke zu 
stellenden Forderungen nicht geniigen, die wir folgendermaben 
formulieren miissen: 

1. Der Nachweis des Jods muB sicher und eindeutig sein, 

2. Der Nachweis des Jods mu sehr empfindlich sein: 
Kleinste Jodmengen in gréften Mengen organischer Substanz. 

3. Ein richtiges Endresultat darf nicht durch einen Aus- 
gleich mehrerer Fehler erzielt sein. 


1. Veraschung. 


Zur Bestimmung des Jods in organischer Bindung (die 
Abtrennung des anorganischen Jods wird in der folgenden 
Mitteilung besprochen) ist die Uberfiihrung in den ionisierten 
Zustand, in Jodid oder Jodat durchaus notwendig. Von den 
meisten Autoren wird die Baumannsche Methode der Soda- 
Salpeterschmelze in ihrer urspriinglichen Form oder in einer 
der zahlreichen Modifikationen verwendet. Sie erfiillt, richtig 


durchgefiihrt, ihren Zweck vollstandig, ist aber, wie wir zeigen 
28* 
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werden, eine ungeeignete Vorbereitung fiir die weitere Jod- 
bestimmung. Einfacher ist die von anderer Seite vorgeschlagene 
Calcinierung bei alkalischer Reaktion (Bourcet,!) Bernier und 
Péron?)). Ob aber diese Zerlegung der Materie (Eintrocknen mit 
Soda, Verkohlen und Ausziehen mit Wasser) eine quantitative 
Uberfiihrung des Jods in den ionisierten Zustand und damit eine 
einwand{reie Bestimmung ermoglicht, erschien doch mindestens 
zweifelhaft und multe nachgepriift werden. Unsere Versuche 
ergaben, dak die Uberfiihrung tatsichlich nur eine unvoll- 
kommene ist: Ein Jodeiweifk6rper (0,1961 g), dessen Jod- 
gehalt zu 12,0°/o Jod bestimmt war,*) wurde mit 25 ccm Blut 
zusammen verkohlt und gab nach Verkohlen und Extraktion 
nur 15,3 mg Jod statt 23,6 d. i. nur 65°/o des zugesetzten 
organisch gebundenen Jods. Der Rest war in der Kohle ver- 
blieben. Dieser Ausfall wurde durch folgenden Versuch bestatigt 
und ergiinzt: Ein anderes Jodeiweif (0,1762 g), fiir sich allein 
verarbeitet, lieferte bei vorschriftsmabig geleiteter Verkohlung 
und Ausziehen mit Wasser (Bernier-Péron) nur 15,7 mg Jod 
(8,9°/o Jod), wihrend der ausgewaschene Kohlenriickstand nach- 
triiglich vollstandig verascht (nach unserer spiter zu_ be- 
schreibenden Methode) nochmals 1,0 mg = 0,56°/o Jod abgab. 
Daraus geht mit Deutlichkeit hervor, daf eine totale Uber- 
fiihrung des Jods in den ionisierten Zustand und damit in die 
Loésung bei diesem Verfahren nicht mit Sicherheit zu erwarten 
ist. Naturgemafi wird dieser Fehler bei Verwendung gréSerer 
Substanzmengen und bei schwer zersetzlichen organischen Jod- 
verbindungen besonders ins Gewicht fallen. Diese Beobach- 
tungen, die auch mit denen von anderer Seite*+) sich decken, 
fiihrten uns zu der Erkenntnis, daB® eine sichere Gewdahr fiir 
die quantitative Uberfiihrung des organisch gebundenen Jods 


') P. Bourcet, Comptes rendus, Bd. 128, S. 1120 (1899). 

*) R. Bernier und G. Péron, Dosage précis de petites quantités 
d’iodures etc., Journal de Pharmacie et de Chimie (1911), 7. Reihe, Bd. 3, 
S. 242 und ebenda (1911), 7. Reihe, Bd. 4, S. 151 (Verfahren fiir Blut ete. 
in der zweiten Arbeit). 

*) Mittel einer Bestimmung nach Carius und einer solchen nach 


Hunter. 
‘) Riggs, Journ. of the Amer. Chem. Soc., Bd. 32, S. 692 (1910). 
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in unorganische Form allein durch eine vollstiindige Veraschung 
der organischen Substanz gegeben ist. Eine solche gewiahr- 
leistet die oben erwihnte Sodasalpeterschmelze, die bei kleinen 
Mengen organischer Substanz (Urin, einzelne Schilddriisen usw.) 
sehr handlich ist. Die anzuwendende Menge Soda und Salpeter 
variiert stark in den verschiedenen Vorschriften. Die Ver- 
aschung geht im allgemeinen am ruhigsten und daher im Hin- 
blick auf Jodverluste am sichersten vor sich bei Anwendung 
ziemlich betriichtlicher Alkalicarbonatmengen, die eine glatte 
Schmelze ermodglichen. Vor die Aufgabe gestellt, diese Ver- 
aschung mit betrachtlichen Mengen Blutes durchzufiihren, ergab 
sich aber, dal} die Auffindung von kleinsten Jodmengen in 
einer Schmelzlésung, die derartige Mengen von Alkalisalzen 
enthilt, praktisch undurchfiihrbar ist, sodaf es sich als er- 
forderlich erwies, nach einem Veraschungsverfahren zu suchen, 
das die Quantitét der beigemischten Salze viel geringer zu 
halten gestattet. 

Das Nichstliegende wire eine Verbrennung mit elemen- 
tarem Sauerstoff gewesen. Die dahingehenden Versuche ver- 
liefen aber unbefriedigend, so dab wir diesen Weg verlassen 
mubten. 

Von vornherein aussichtsvoller gestaltete sich die Ver- 
wendung der Superoxyde, von denen wir das Natrium- und 
das Baryumsuperoxyd in Vergleich zogen. Am geeignetsten fiir 
unsere Zwecke erwies sich das Baryumsuperoxyd, da einer- 
seits die organische Substanz vd6llig zerstért wurde, ander- 
seits die zugesetzte Menge Baryt sich ohne Schwierigkeit aus 
der L6sung der Schmelze entfernen lie}. In der Tat haben 
wir die Verwendung des Baryumsuperoxyds mit Sodazusatz 
zu einem sehr brauchbaren Verfahren einer  vollstindigen 
Veraschung ohne Jodverlust ausarbeiten kiénnen (s. spezieller 
Teil) und ein wesentlicher Vorteil liegt eben darin, da aller 
Baryt als BaCO, bezw. BaSO, wieder entfernbar ist, so dab 
auch bei Veraschung sehr groBer Substanzmengen die Menge 
der neben dem zu bestimmenden Jodalkali gelésten Alkalisalze 
nicht ins Ungemessene steigt. Wir haben also anstatt der 
Entsalzung nach Bourcet durch mindestens 3malige Alkohol- 
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Fallung, der dann eine langwierige Wiedereinengung zu folgen 
hat, in unserem Verfahren nach volliger ZerstOrung der or- 
ganischen Substanz mit Baryumsuperoxyd ein einmaliges Ein- 
leiten von Kohlendioxyd und Ausziehen des Niederschlags 
(eventuell einmaliges Konzentrieren) eingesetzt und erhalten 
dadurch eine geniigend salzarme Jodalkalildsung.!) Diese Ver- 
einfachung hat uns gute Dienste geleistet. 


2. Bestimmung des Jods. 


Das durch den Schmelz- oder Calcinierungsprozef in 
mineralische Form tibergefiihrte Jod wird bisher auf sehr ver- 
schiedene Weise bestimmt. Die wichtigsten Verfahren mdégen 
wenigstens im Prinzip kurz besprochen werden. 

Am meisten wird das kolorimetrische Verfahren 
angewendet. Die urspriingliche Baumannsche Methode ist 
mannigfach — nicht immer mit Gliick — modifiziert worden. 
Wenn man mit einer extrem verdiinnten, sauren Jodkalilésung 
auf Zusatz eines Tropfens Nitritlbsung beim Durchschiitteln 
mit Schwefelkohlenstoff oder Chloroform eine deutliche Rosa- 
firbung auftreten sieht, so kann man allerdings auf die Emp- 
findlichkeit des Verfahrens groBe Hoffnung setzen. Leider wird 
aber alles anders, wenn das Verfahren auf die komplizier- 
teren Fille, speziell bei Gegenwart von viel organischer 
Substanz, angewendet wird. 

Ein erster Einwand, der die Mehrzahl der kolorimetrischen 
Jodbestimmungsmethoden trifft, ist der, daB auf den EinfluB& 
des auszuschiittelnden Volumens gegeniiber dem der 
Vergleichslésung nicht geniigend geachtet wird. Wir haben 
diesem theoretisch zu erwartenden Unterschied zwischen der 
Extraktion eines gréSeren und der eines kleineren Volumens 
einige Versuche gewidmet. . 

Am unbedeutendsten ist die Differenz natiirlich bei reinen 
KJ-Lésungen. Eine KJ-Loésung — 17,3 mg Jod entsprechend 
— wurde mit a) 100 ccm H,O +- 25 ccm 2 n-H,SO, 

» b) 450 » H,O + 50 » 2 n-H,SO, 
» ¢) 1400 » H,O + 50 » 2 n-H,SO, 


‘) Genaue Beschreibung siehe bei «<Eigenes Verfahren», «<Ver- 
aschung». 
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versetzt und nach Zusatz von verdiinnter Nitritlésung mit 
Schwefelkohlenstoff mehrfach extrahiert, abgehoben und unter 
BicarbonatlOsung nach Fresenius titriert mit "/100-Thiosulfat. 
Es wurden gefunden anstatt 17,3 mg in a) 15,6, in b) 14,9 und 
in c) 14,1 mg Jod, also eine Abnahme mit Zunahme des Lésungs- 
mittels. (NB. die letzte Losung war haufiger extrahiert worden, 
als die ersten!) Bei einem ebenso angestellten Versuch wurden 
von 24,0 mg Jod bei einem Volumen von 500 ccm 22,3 mg, 
bei einem solchen von 1500 cem 21,5 mg Jod gefunden. (Kin 
kleiner, unvermeidbarer und ziemlich konstanter Verlust, der 
fiir Bestimmungen kleinster Mengen das Verfahren ungeniigend 
macht, tritt nach Fresenius immer auf.) 

Wenn auch die Differenzen, die beim Ausschiitteln ver- 
schieden grofer F'liissigkeitsvolumina entstehen kénnen, wie 
ersichtlich, nicht sehr groB sind, so miissen sie doch beachtet 
werden. 

Wichtiger sind die Fehlerquellen, die mit der Be- 
schaffenheit der auszuschiittelnden LOsung zusammen- 
haingen. Zunichst konnten wir beobachten, dafi aus einer 
weniger salzhaltigen Losung mehr Jod extrahiert wurde, als 
aus einer konzentrierten (20,5: 19,7 mg J). AuBerdem ver- 
mehrt der Salzgehalt im Verein mit der Volumvermehrung die 
Verluste anJod betréachtlich. Die Versuche wurden mit Lo6sungen 
von Sodasalpeterschmelzen von Blut, die mit Schwefelkohlen- 
stoff ausgeschiittelt waren und keine Jodfairbung gegeben hatten, 
ausgefiihrt. 

Zirka 1500 ccm nachtriglich mit 5 cem KJ-Lésung — 
17,3 mg J versetzt, gaben beim 5maligen Extrahieren nur 
9 mg Jod. 

500 ccm mit der gleichen Menge versetzt 12,0 mg Jod. 
250 >» » » » » » 146 >» » 

Die Jodverluste beim Ausschiitteln wachsen also mit dem 
Volumen der auszuschiittelnden Losung und deren Salzgehalt 
ganz betrachtlich. Daher mu8 man auch bei der kolorime- 
trischen Priifung darauf achten, daf Volumen und Salzgehalt 
sowohl bei den zu extrahierenden Lésungen unter sich ver- 
gleichbar, wie auch anderseits mit den Standardlisungen 
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moglichst tibereinstimmend gewahlt werden. Dieser Grundsatz 
wird auch von einigen Forschern (Riggs, Anten!) u. a.) bei 
ihren Modifikationen des Verfahrens nach Méglichkeit beobachtet. 

Nunmehr kommen wir aber zu den Einwiinden, die wir gegen 
alle kolorimetrischen Verfahren der Jodbestimmung zu machen 
haben. Zuniichst ist hier die Verinderung der erzielten 
Firbung in den Lésungsmitteln zu nennen. Fiir das 
Chloroform z. B. ist ein Verschwinden von sicher vorhanden 
gewesener Jodfiirbung von dem einen von uns?) schon gezeigt 
worden: fiir Benzol ist es von Justus*) bemerkt und auch 
beim gereinigten Schwefelkohlenstoff jetzt von uns beobachtet 
worden. Ob das eine Wirkung des Jods auf das Lésungsmittel 
oder eine solche der iiberstehenden nitrithaltigen sauren LOsung 
auf das freie Halogen ist, vermégen wir nicht zu entscheiden. 
Jedenfalls kann die freie salpetrige Séure eine nicht unbe- 
triichtliche Abblassung der hellrosa Fiirbungen verdiinntester 
Jodlésungen hervorrufen. Mit einem Uberschuf an salpetriger 
Saure haben wir es erreicht, daf eine Probe, die 1 mg Jod in 
3 ecm Schwefelkohlenstoff enthielt, hellere Farbe aufwies, als 
eine sonst ganz gleich behandelte Probe mit derselben Menge 
Jod, die nur wenig Nitrit zur sauren Lésung zugesetzt er- 
halten hatte. Anderseits ist es ja leicht zu beobachten, daf 
bei Mangel an Nitrit das Jod nicht quantitativ frei wird — ein 
Umstand, der sich oft ereignen wird, wenn die Schmelze noch 
reduzierende Substanzen enthilt. Es ist nun tatsachlich un- 
moéglich, anzugeben, welche Mengen Nitrit bei einer Soda- 
salpeterschmelze gebildet werden. Sie kénnen bei nicht voll- 
stiindiger Verbrennung der organischen Substanz gleich Null 
sein, wie wir beobachteten, und k6nnen in anderen Fallen 
betrachtliche Werte erreichen. Demnach wird man, wenn eine 
Schmelzlésung angesiéuert und ausgeschiittelt wird, nie wissen, 
ob schon zu viel oder noch zu wenig Nitrit vorhanden ist. Andere 
Oxydationsmittel haben andere Nachteile. Wasserstoffsuper- 


1) Anten, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. (1902), Bd. 48, S. 331. 
?) Blum, «Zur Chemie und Physiologie der Jodsubstanz der Schild- 
driise»>, Pfliigers Archiv, Bd. 77, S. 97. 
*) Siehe Zitat auf folgender Seite. 








Methoden der Jodbestimmungen in organischen Substanzen. I. 439 


oxyd wirkt sehr langsam und scheint auch in Gegenwart von 
Salzsiure das Jod zu Jodsiure zu oxydieren.'!) Auch Bichromat 
hat sich uns nicht bewaéhrt und Permanganat oxydiert groben- 
teils bis zu Jodsiure. 

Noch eine Fehlerquelle ist den meisten Methoden dieses 
Prinzips eigentiimlich. Die Lésung der Schmelze enthiilt u. a. 
neben grofen Mengen Soda das Nitrit und das Jodid. Wenn 
nun auch, wie meist vorgeschrieben ist, vorsichtig angeséuert 
wird, bleibt doch die Gefahr bestehen, dali von der ent- 
weichenden Kohlensaéure das durch die salpetrige Siiure 
gebildete Jod mitgerissen wird. Wir konnten, neben den 
entweichenden salpetrigen usw. Gasen, Ofters durch Bléiuung 
eines Starkekleisterpapieres einen Jodverlust kenntlich machen. 
Diesem lieBe sich nur durch vorherige ZerstOrung des Nitrits 
und Nitrats gleich nach beendeter Schmelze, etwa durch 
das von uns (s. unten) verwendete Kohlenpulver vorbeugen. 
Neben all diesen Fehlerquellen macht sich aber noch eine 
weitere geltend — oft am allerunangenehmsten —, niimlich die 
auberordentliche Schwierigkeit, bei einigermafben betriichtlichen 
Mengen organischer Substanz eine vollkommene Zerstérung 
derselben und eine farblose Lésung der Schmelze zu er- 
halten. Wir haben Ofters beim Ausschiitteln von Schmelz- 
losungen, die durch kleine Mengen unzerstorter organischer 
Substanzen gelb bis gelbbraun gefarbt erschienen, im Extrakt 
Farbungen wahrgenommen, deren Verwechslung mit den 
schwiicheren Graden der Jodfairbung sehr wohl mdéglich war, 
und die zum Mindesten die kolorimetrische Bestimmung er- 
heblich erschweren muften. Es ist bei der Kolorimetrie des- 
halb der Identititsnachweis des Jods z. B. durch Entfarbung 
mit Thiosulfat zu verlangen.?) 


') Anger, Comptes rendus, Bd. 152, S. 712. 

*) Auf diese Fehierquelle sind zweifellos die héchst irrefithrenden 
Resultate von Justus (Virchows Archiv, Bd. 176 [1904]), der in allen 
Organen Jod gefunden haben will, zuriickzufihren, da er stets Liésungen 
ausschiittelte, die noch reichlich fairbende organische Substanzen ent- 
hielten. Die Kritik, die Justus an den negativen Befunden von Bourcet 
iibt, halten wir fiir ganz unberechtigt. Letzterer Autor hat zweifellos 
eine Reihe von Fehlerquellen ausgeschaltet, die J. nicht beachtet, und 
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Wir wollen auch nicht unerwéhnt lassen, daBb bei den 
leichtesten Rosafiarbungen und deren Unterscheidung subjektive 
Momente eine ziemlich betrachtliche Rolle spielen. 

SchlieBlich sei kurz noch auf eine Streitfrage eingegangen, 
die der Gegenstand einer Diskussion zwischen den _ beiden 
amerikanischen Forschern Riggs und Seidell') gewesen ist 
und auch fiir die hier vorliegende Frage Wichtigkeit besitzt. 
Riggs hilt die Bildung von Jodat in der Sodasalpeterschmelze 
fiir erwiesen; Seidell konnte sie nicht beobachten. Ersterer 
empfiehit daher im Hinblick auf die spitere kolorimetrische 
Bestimmung des Jods, durch einen ReduktionsprozeB das Jodat 
in Jodid iiberzuftihren, sodaf sich etwaiges Jodat nicht der kolori- 
metrischen Bestimmung entziehen kann. Wir haben nun in jod- 
haltigen Schmelzen, deren Lésung mit Schwefelsaure angesduert 
und mit etwas Nitrit versetzt war, das freie Jod vollig extrahiert, 
d. h. solange, bis die Extrakte farblos blieben. Nach dem Zu- 
satz eines kleinen Uberschusses von schwefliger Saiure und noch- 
maligem Oxydieren mit Nitrit bekamen wir wieder eine Jod- 
fiirbung im Extrakt. Dieselbe war allerdings meist nicht sehr 
betriichtlich. Dieser Befund spricht fiir das Vorhandensein von 
Jodaten in der Schmelzlésung. Daf diese jedoch so betricht- 
lich seien, wie Riggs annimmt (z. B. von 2 bis zu 30°/o des 
Gesamtjods in Ochsenschilddrtisen; in anderen Fillen noch viel 
mehr!), erscheint uns zweifelhaft und zwar aus dem Grunde, 
weil wir beim Verfahren dieses Autors den Zusatz von Nitrit 
vermissen. Wir konnten, wie oben bemerkt, Schmelzen er- 
halten (allerdings enthielten diese noch unverbrannte Kohle), 
die kein Nitrit enthielten (Ausbleiben der Jodkalistaérkereaktion 
in schwefelsaurer L6sung). Es ist zu erwarten, daB eine solche 
Schmelzlésung kein Jod beim Anséuern freiwerden laft, nicht 
weil es als Jodsiure vorhanden ware, sondern weil es am 


wenn sein Verfahren auch umstindlicher ist, so gewahrt es doch ganz 
betriichtlich mehr Sicherheit als das Justussche. Unsere Stellung zum 
Bourcetschen Verfahren ergibt sich aus den Ausfiihrungen im Text. 

') L. W. Riggs, Journ. of the Americ. Chem. Soc., Bd. 31, S. 710 
(1909). — L. W. Riggs, Ebenda, Bd. 32, S. 692 (1910). — A. Seidell, 
Ebenda, Bd. 31, S. 1326 (1909). 




















Methoden der Jodbestimmungen in organischen Substanzen. 1. 437 


Oxydationsmittel fehlen wiirde. Nach vollendetem Reduktions- 
prozeB setzt nun Riggs Nitrit zu und findet dann natiirlich das 
Jod vor. Es kénnte also das Vorliegen einer nicht vollstandigen 
Schmelze an diesen Befunden schuld sein. Um die Frage nach 
dem Vorhandensein von Jodat in der Schmelze zu lésen, wird 
man tiberhaupt nicht eine saure Losung untersuchen diirfen, da 
dann gleichzeitig die Reaktionen 5 HJ + HJO, = 6 J -+- 3 H,0O (I) 
und HJ + HNO, = J -+- H,O ++ NO (Il) sich abspielen werden. 
Fehlen des Nitrits wird Zerst6rung der Jodsiure entsprechend 
Gleichung | zur Folge haben; geniigende Mengen von Nitrit 
aber werden den Jodwasserstoff oxydieren (Il), ehe er in die 
Reaktion I eintreten kann. Sonach kommt es auch darauf an, 
ob das Nitrit vor oder nach dem Ansiuern zugesetzt wird. 

Diesen verschiedenen Einfltissen schreiben wir es zu, dab 
die Mengen Jod, die erst nach der Reduktion auftraten, von 
Riggs so verschieden gefunden wurden. 

Soviel laBt sich jedenfalls sagen, dafi Jodat in den Soda- 
salpeterschmelzen oftmals entsteht. Vollstandige Schmelzen, 
die immer Nitrit enthalten, geben beim Ansiiuern vorwiegend 
die Reaktion II. Die gebildete Jodséure entzieht sich also zum 
groften Teil dem kolorimetrischen Nachweis, wenn nicht die 
Riggssche Reduktion durchgefiihrt wird. 

Wir moéchten auch noch darauf hinweisen, daBb die Emp- 
findlichkeit der kolorimetrischen Jodbestimmung bekanntlich ein 
Optimum besitzt. Man mu also durch Verwendung aliquoter 
Teile der betreffenden Lésung eine fiir die Kolorimetrie mig- 
lichst giinstige Jodmenge zum Ausschiitteln bringen. Zugleich mit 
der erhaltenen Jodmenge multipliziert man nun auch die Fehler, 
was unter Umstiinden eine ziemliche Vermehrung bedeuten wird. 

Wir kommen hiernach zu dem Schluf, daB die kolori- 
metrischen Verfahren alle keine geniigende Sicherheit und 
Genauigkeit besitzen und sehr viele der vorgeschlagenen Ar- 
beitsmethoden mit Fehlern prinzipieller Art behaftet sind. 

Einen Ubergang von den kolorimetrischen Verfahren zu den 
titrimetrischen bilden die Methoden, bei denen nach Fresenius’ 
Vorgang das ausgeschiittelte Jod unter Bicarbonatlésung zur 
Titration gelangt. Diese Arbeitsweise ist von dem einen von 
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uns (Blum')) fiir diese Zwecke vorgeschlagen worden und wird 
auch von anderer Seite empfohlen (Hanzlik).?) 

Wie schon Blum gezeigt hat und unsere oben wieder- 
gegebenen Bestimmungen bestatigen, hat man mit einem regel- 
miBigen Jodverlust zu rechnen.') Die Titration erfolgt unter 
Bicarbonatlésung. Wenn man auch darauf achtet, daf das 
Bicarbonat nicht Soda enthalt, die dem Schwefelkohlenstoff Jod 
entzieht — KEinleiten von Kohlendioxyd in die Lésung! —, so 
verschwindet doch stets eine kleine Menge Jod durch Umsetzung 
mit dem Bicarbonat. Auferdem gibt das Durchschititteln des 
Gemischs sehr leicht Gelegenheit zu Verlusten, ist aber absolut 
notwendig, da nur ein griindliches Vermengen der zwei Schichten 
nach jeder Zugabe von Thiosulfat das richtige Erkennen des 
Endpunktes méglich macht. Zudem treffen die friiher gegen das 
Ausschiitteln vorgebrachten Einwande auch in diesem Falle zu. 

Ferner ist zu beachten, daBh selbst die verdiinntesten 
Thiosulfatl6sungen (®/200) fiir sehr kleine Mengen Jod, genau 
genommen, noch zu konzentriert sind. Wenn 1 ccm Thiosulfat- 
losung 0,64mg Jod entspricht, so muf bei Anwesenheit von Mengen 
von 0,5 mg Jod und weniger die Abschatzung des Thiosulfats mit 
ziemlich grofben Fehlern verbunden sein. Bei gréBeren Jodmengen 
ist das Verfahren jedoch der Kolorimetrie tiberlegen. °) 

Wegen der regelmiibigen und nicht unbetrachtlichen Ver- 
luste nach diesem Verfahren sind wir aber bald zu Versuchen 
mit anderen Methoden tibergegangen. 

Die bekannte Neumannsche Veraschung -—— Schwefel- 
siure- und Salpetersiuregemisch — verfliichtigt die Halogen- 
wasserstoffsiuren. Chlor kann auf diesem Wege wohl bestimmt 
werden. Wenig Jod neben viel Chlor und neben Cyanwasser- 
stoff ist aber unmOglich zu bestimmen. Auferdem ist die Bildung 
von Jodsiiure nicht ausgeschlossen. . 
ai ') |. c. und «Neues und Altes zur Physiologie und Phathologie der 
Schilddriise». Verhandlungen des 23. Kongresses f. innere Medizin, 1906, 
S. 199/200. 

?) Hanzlik, Journ. of Biol. Chem., Vol. 7 (1909/10). 

*) Hierin sowie in anderen Punkten, die er bei seiner Kritik der 
kolorimetrischen Verfahren hervorhebt, stimmen wir mit den Ausfithrungen 
Hunters (vgl. Zitat folgender Seite) durchaus iiberein. 
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Baubigny und Chavanne zerlegen die zu analysierende 
halogenhaltige Substanz durch eine Lésung, die neben konzen- 
trierter Schwefelsiiure und Bichromat das zur Festhaltung des 
Halogens notige Silbernitrat enthalt. Emde') hat dies Ver- 
fahren fiir seine Zwecke niitzlich befunden. Bei unseren Unter- 
suchungen aber hat es sich nicht als verwertbar erwiesen. 

Auch Versuche, das Jod in saurer Lésung frei zu machen 
und durch seine Fliichtigkeit von der Hauptmenge zu trennen, 
hatten kein ermutigendes Resultat. Das Verfahren von Winter- 
stein-Herzfeld?) setzt eine besonders vollstiindige Zerstérung 
jodbindender organischer Substanzen voraus, was bei gréferen 
Substanzmengen Uberhaupt sehr schwer zu erreichen ist; des- 
halb bietet dies Verfahren keinen Vorteil fiir unsere Zwecke. 


Bestimmung des Jods als Jodsaure (titrimetrisch). 


In neuester Zeit sind Jodbestimmungsverfahren ausge- 
arbeitet worden, die das Jod in Jodsiiure iiberfiihren und das 
in saurer LOsung durch die Wirkung der Jodséure auf Jod- 
wasserstoff freigemachte Jod in herk6mmlicher Weise mit Thio- 
sulfat titrieren. Es sind die zwei Verfahren von Hunter und 
von Bernier-Péron. Bei beiden lassen sich 3 Stadien unter- 
scheiden, 1. Veraschung; 2. Oxydation zu Jodsiiure und gleich- 
zeitige Entfernung anderer den Jodwasserstoff oxydierenden 
Stoffe; 3. Titration. 

Hunter’) verwendet zur Veraschung auf 1 g trockener 
Schilddriisensubstanz etwa 20g eines Gemisches aus 138 g 
Pottasche (trocken), 106 g Soda (trocken) und 75 g Kalisalpeter. 
Fiir Schilddriisen hat sich uns diese Art des Verbrennens gut 
bewahrt. Bei Verwendung gréferer Substanzmengen fiihrt sie 
aber zu geradezu abenteuerlichen Mengen von Salz. Wenn z. B. 
200 g Blut, deren Trockensubstanz etwa 40-—50 g ausmacht, 
in diesem Verhiltnis mit Veraschungsgemisch zu verarbeiten 
waren, so kime man auf etwa 800 g Alkalisalze in der Schmelze, 





") Chemikerzeitung, 1911, S. 450. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 63, Heft 1. 

*) Andrew Hunter, The Determination of small Quantities of 
Jodine etc., Journal of Biological Chemistry, Vol. 7 (1910), S. 321—349. 
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in denen Milligramme oder Bruchteile von solchen an Jod zu 
suchen sind. Fiir derartige Falle haben wir unsere Baryum- 
superoxydveraschung ausgearbeitet. 

Die Oxydation des Jodids zu Jodat vollzieht Hunter durch 
Hypochlorit, das zuniichst der alkalischen Losung zugesetzt und 
hiernach durch Anséuern mit Phosphorsiure zersetzt wird. Durch 
das freiwerdende elementare Chlor wird die Oxydation vollendet. 
Alle verbleibenden oxydierenden Stoffe aufer Jodséure sollen 
dann durch Kochen der Lésung verjagt werden. Zur Verfliich- 
tigung gelangen so vor allem salpetrige Siiure und Chlor. 

Die Methode gab innerhalb der von ihrem Autor be- 
riicksichtigten Grenzen gute Resultate; die Ubertragung auf 
die uns interessierenden Fille hat jedoch nicht den gewiinschten 
Erfolg gezeitigt. 

Auf Grund unserer Erfahrungen mit der Hunter-Methode 
kénnen wir zu verschiedenen Etappen einige Verbesserungs- 
vorschliige machen, die zugleich eine Abschatzung der Vorziige 
und Nachteile dieser und der anderen Methoden erleichtern werden. 

Bei der Oxydation ist auf eine gute Hypochloritl6sung 
zu achten, die dem Rat Hunters entsprechend aus einer nicht 
zu konzentrierten Lésung von Natriumhydroxyd e natrio me- 
tallico durch Einleiten von Chlor unter Vermeiden jeglicher 
Erwirmung hergestellt werden muf. Die Dosierung des Reagens 
ist schwierig bei Lésungen, die unbekannte gréfere Mengen 
oxydabler Substanzen enthalten. Man verwendet dabei leicht 
zu wenig Chior, wihrend anderseits ein groBerer Uberschub 
sich schlecht entfernen lift, besonders wenn das Volumen der 
Lésung etwas betrachtlicher ist. Wir haben auch manchmal 
in den alkalischen Lésungen der Schmelzen nach dem Zusatz des 
Hypochlorits einen deutlichen Jodoformgeruch wahrgenommen. 
Die Bildung dieser Verbindung muff aus geringen Mengen or- 
ganischer Substanzen stattgefunden haben. Jedenfalls kann sie 
zu Jodverlusten fiihren und muff daher mdglichst vermieden 
werden, was durch Zusatz des Hypochlorits erst nach dem 
Erkalten der Schmelzlésung am ehesten zu erreichen ist. Als- 
dann sollte die Lésung in diesem Stadium sogleich weiter 


verarbeitet werden. 
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Die Entfernung der anderen oxydierenden Substanzen 
unter Schonung der Jodséure schlieft die hauptsachlichsten 
Unsicherheiten des Verfahrens in sich ein. Das iiberschiissige 
Chlor und die salpetrige Sdure, um die es sich handelt, sollen 
durch Kochen mit Schwefelséure oder Phosphorsiure entfernt 
werden. Jede dieser Sauren bringt nach unseren Erfahrungen 
gewisse Nachteile mit sich. In jedem Fall ist es nétig, dab 
die salpetrige Sfiure entweicht, ehe noch alles Chlor ver- 
fliichtigt ist, d. h. Chlor mu8 im Uberschu8 vorhanden sein. 
Durch Kochen der Schmelzlésung bei Gegenwart von salpe- 
triger Siure wird namlich die Jodséure vollig zerstért, wovon 
auch wir uns tiberzeugt haben. Vielleicht 1a{t sich durch Zu- 
satz von Ammonsulfat zu der angesduerten Lisung diese Ge- 
fahr beseitigen, am sichersten aber durch einen geniigenden 
Uberschu8 an Chlor. Wird Schwefelsiure verwendet, so sind 
auch nach unseren Beobachtungen die Resultate schlechter 
als bei Phosphorsiiure. Wir schreiben dies vor allem der zer- 
setzenden Wirkung auf die reichlich vorhandenen Chloride zu. 
Schwefelsiure macht aus diesen Chlorwasserstoff frei, der 
unter den Bedingungen des Versuchs die Jodsiiure angreift 
und reduziert. Man kann solche jodséurehaltigen Losungen 
stundenlang unter Konstanthalten des Volumens destillieren 
und bekommt immer wieder ein Destillat, das oxydierend wirkt, 
da es nachweisbare Mengen Chlor enthilt. Unter diesen Um- 
standen ist es unmdglich zu sagen, in welchem Moment ge- 
rade das iiberschiissige Chlor bezw. die salpetrige Séure ganz 
entfernt ist und eine Zerst6rung der Jodsiure noch nicht Platz 
gegriffen hat. Die gleichzeitige Anwesenheit von Nitrat und 
Chlorid in kochender schwefelsaurer Lésung gibt auferdem 
AnlaB zur Bildung von Chlor und Nitrit. Beide entweichen 
nur zum Teil; zum Teil bleiben sie zuriick. Beide kénnen 
einen Gehalt an Jod beim Titrieren vortiiuschen; das Nitrit 
kann aber auch einen Jods&ureverlust bedingen. Jedenfalls 
bringt dieser Umstand eine gewisse Unsicherheit in das ganze 
Verfahren. Phosphorséure bewirkt diese Stérung in geringerem 
Mafe, wie uns besondere Versuche zeigten. 

Phosphorsiiure macht, wenn ihre Konzentration in der 
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Losung nicht zu stark wird, keine Salzsiiure aus dem Chlorid 
frei; dadurch ist sie geeigneter fiir diese Versuche. Doch hat 
man auf eine andere Gefahr zu achten. Gerade da die Phos- 
phorsiiure eine ziemlich schwache Saure ist, macht sie auch, 
wenn nicht in geniigendem Uberschu8 vorhanden, die salpetrige 
Séure nicht vollstandig frei und kann so zu Fehlern Anlaf 
geben. So zeigten 5 cem einer etwa 10°/oigen Natriumnitrit- 
lésung mit tiberschiissiger Phosphorsiure bei stets deutlich 
saurer Reaktion langere Zeit gekocht zwar zunichst keine 
Firbung mit Jodkaliumstiirke mehr; doch sofort trat eine starke 
Blaufiirbung bei Zusatz von mehr Saure auf als Zeichen, dab 
noch unzersetztes Nitrit in der LOsung verblieben war. Da wir 
nun (vgl. unter «Eigene Methode», «Titration» ) oft beobachteten, 
dafi phosphorsaure Lésungen einer Schmelze trotz der Gegen- 
wart von Jodat keine Blauung aus Jodalkali und Starke zeigten, 
sondern erst nach Zusatz von mehr Séure Jod frei werden 
lieben, so mus eine starke Konzentration der Phosphorsiiure 
einmal zur ZerstOrung des Nitrits, sodann zum Freimachen 
der Jod- und Jodwasserstoffsiiure verlangt werden. Dann aber 
tritt wieder die Gefahr der ZerstOrung von Jodsiiure durch 
freien Chlorwasserstoff, wie oben erwiihnt, in den Vordergrund, 
umsomehr, als beim Hunterschen Verfahren eine an Koch- 
salz reiche LOsung erhalten wird. Da die Zerstérung der 
salpetrigen Siiure sich nun ziemlich sicher durch Kochen mit 
Harnstoff oder Ammonsulfat in phosphorsaurer Losung er- 
reichen Jabt, so kénnen wir besonders fiir Fille, in denen es 
darauf ankommt, auch die letzten Spuren Nitrit zu entfernen, 
folgende Veriénderung des Prozesses vorschlagen: Fortkochen 
des Chlors und Nitrits in phosphorsaurer Losung unter Zusatz 
von Ammonsulfat oder Harnstoff (ersteres ist mehr zu emp- 
fehlen, da der Siéuregehalt der Lésung sich nicht vermindert); 
10 Minuten kochen diirfte geniigen, wobei ein Einkochen der 
Lésung vermieden werden mu8. Nach dem Erkalten wird Jodkali 
und Stiirke zugesetzt und mit Schwefelsaéure der zur sofortigen 
Zersetzung des Jodats nétige Siuregehalt der Lésung erreicht. 


In diesem Zusammenhang miissen wir auf eine jiingst vorge- 
schlagene Methode zur Bestimmung der Saéure in Magensaft auf jodo- 
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metrischem Wege zu sprechen kommen.') Voraussetzung der Methode 
ist, dafi gleiche Aquivalente verschiedener Siuren gleiche Mengen von 
Jod aus einer Jodatjodidlésung frei machen. Das ist aber nicht der 
Fall, zum mindesten bei den weniger starken Séuren und den schwachen 
Konzentrationen. Nur freie Jodséure und freier Jodwasserstoff reagieren 
in der bekannten Weise unter Freiwerden von Jod. Beide Sauren sind 
aber zu den stirkeren zu rechnen und die Jodbildung wird unterhalb 
einer gewissen H-Ionenkonzentration tiberhaupt nicht einsetzen, bei etwas 
héherer Konzentration sehr allmahlich verlaufen, da sich das gestirte 
Gleichgewicht immer wieder einstellen muf. Diese Erscheinung lift sich 
leicht mit jeder verdiinnten Lésung schwacher Siuren zeigen. Welcher 
Punkt soll also als Endpunkt dienen? Die allmiihliche Bildung des Jods 
in einer an den verschiedensten, auch ungesattigten, organischen Ver- 
bindungen (Eiweifiderivaten) so reichen Fliissigkeit, wie der Magensaft es 
ist, bietet aufferdem reichlich Gelegenheit fiir Umsetzungen des freien 
Jods, das sich dadurch der Titration entzieht. Diese Methode mufs nach 
alledem als nicht brauchbar bezeichnet werden. 

Das zweite Verfahren der Jodbestimmung durch Titration 
stammt ebenfalls aus der neuesten Zeit. Es ist das von 
Bernier und Péron.?) Nach einer Verkohlung der orga- 
nischen Substanz in Gegenwart von Alkali, die, wie wir oben 
ausgefiihrt, nicht weitgehend genug ist, wird das loésliche Salz 
durch wenig Wasser der Kohle entzogen und mit einer ver- 
diinnten Lésung von Kochsalz oder Natriumsulfat nachge- 
waschen. Die Oxydation des Jodids geschieht durch Kochen 
der alkalischen Lésung mit Kaliumpermanganat im UberschubB. 
Hierauf wird sofort mit Alkohol reduziert, filtriert und ein 
aliquoter Teil der Losung mit 1 g Salmiak und 10 ccm Kssig- 
siure 5—10 Minuten zum Sieden erhitzt. Die abgekiihlte Lo6sung 
wird mit Essigsiure (10 ccm) und Jodkaliumlésung versetzt 
und mit Thiosulfat wie wblich titriert. Wir haben das Ver- 
fahren, das bei einiger Ubung ganz handlich ist, geprift, 
kénnen aber zu seiner Anwendung nur raten, wenn es sich 
um Substanzen mit geringem Gehalt an organischem Material 
handelt (Urin). Dann geniigen in den meisten Fiillen die von 
den Autoren angegebenen VorsichtsmaBregeln, die vor allem be- 





') Zentralblatt fiir innere Medizin, Nr. 35, 1911. — Dissertation 
M. Wezrumba, Bern 1911. 
*) R. Bernier und G. Péron, 1. c. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 29 
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zwecken, das Nitrit zu zerst6ren bezw. seine Bildung hintan- 
zuhalten. Diesem letzteren Bestreben ist auch die Vermeidung 
der vollsténdigen Veraschung mittels Salpeter entsprungen, 
die wir schon kritisiert haben. Die Zerstérung des Nitrits labt 
sich aber nur bei Anwesenheit kleiner Mengen durch Kochen 
in saurer, zumal in essigsaurer LOsung mit Ammonsalzen oder 
Harnstoff quantitativ erreichen. 

An diesem Punkt scheiterten denn auch unsere Bemiihungen, 
das Verfahren fiir unsere Zwecke zu verwenden. Es ver- 
arbeiten ja Bernier und Péron selbst nur Mengen von 
10 ccm oder gar 5 ccm Blut bei ihren Belegversuchen zur Be- 
stimmung. In so kleinen Mengen kann man natiirlich im nor- 
malen Blut kein Jod zu finden hoffen. Wenn wir so die Ent- 
fernung des Nitrits bei dieser Methode als besonders schwache 
Stelle empfinden, so ist die Oxydation, die nachherige Zer- 
setzung des tiberschiissigen Oxydationsmittels und die Zerst6rung 
des gebildeten Hypochlorits in der zweckmiabfigsten Weise 
durchgefiihrt. Das alkalische Permanganat oxydiert die Jodide 
sehr schnell und vollstindig. In keinem Moment ist ein Jod- 
verlust moglich. Die Reduktion mit Alkohol vollzieht sich 
ebenfalls sehr glatt. Wir haben eine ganze Anzahl von 
Substanzen versucht, die eine Reduktion des Permanganats 
und Zerstérung des Hypochlorits ermdéglichen sollten, ohne die 
gebildete Jodséure anzugreifen und ohne selbst direkt oder 
durch Umwandlungsprodukte die spateren Operationen zu _ be- 
einflussen; so z. B. Formaldehyd, Oxalsaéure, Wasserstoffsuper- 
oxyd. Alle aber erwiesen sich als untauglich, wahrend der 
Alkohol tatsachlich Permanganat und Hypochlorit zerstort und 
der Uberschu8 an Alkohol leicht in geniigender Weise entfern- 
bar ist. 

Die Verwendung der Essigsaure zur Zerst6rung des Nitrits 
mit Ammonsalz und zur Titration erscheint uns ungeeignet aus 
den an friiherer Stelle dieser Arbeit angegebenen Griinden: 
sie gibt keine Gewahr fiir vollstindige Nitritzersetzung und 
geniigt anderseits unter Umstanden nicht zum Hervorrufen 
der Jodwasserstoff-Jodsiurereaktion bezw. gestaltet diese, wie 
von den Autoren selbst angegeben wird, in manchen Fallen 
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so langsam, da das Auseinanderhalten der bei geringen Mengen 
Nitrit sehr langsam auftretenden Nitritblaufirbung und der zu 
messenden Jodatblaufiirbung unméglich wird. Man muB bestrebt 
sein, die Nitrite in ganz radikaler Weise zu zerstGren, so dab 
man zur Titration in starksaurer Lésung schreiten kann, ohne 
— wenn tiberhaupt — mehr als Spuren von salpetriger Siiure 
frei zu machen. Dann kann man auch die sofort auftretende 
Jodstirkereaktion der Jodsiure ganz genau von der allmihlich 
nachfolgenden Nitritfarbung unterscheiden, sodaf die etwa tibrig 
gebliebenen Spuren von Nitrit die Bestimmung nicht stéren 
kOnnen. 

Wir haben mit extrem verdiinnten Jodat- und Nitrit- 
ldésungen, die zu Salzldsungen ungefiihr unter den Bedingungen 
des Versuches zugesetzt wurden, derartige Proben angestellt 
und konnten durchaus zuverléssig zuerst das Jod titrieren, das 
der Jodsiiure seine Entstehung verdankt, und dann nach einigen 
Minuten Pause die ganz allmihlich fortschreitende Bliiuung durch 
die salpetrige Saure erkennen und nach langerem Warten auch 
diese bestimmen. 

Diese Angaben seien durch nachfolgende Beispiele er- 
hirtet: Je 25 cem einer Jodkali und Stirke enthaltenden, nicht 
nachoxydierenden Lésung, von einer Jodbestimmung herrihrend, 
wurden im einen Falle mit 1/2 cem sehr verdiinnter Jodatlésung 
versetzt. Es trat sofort Blaufiirbung ein, die nach dem Ent- 
férben mit 0,15 cem ®/100-Thiosulfat nicht wiederkehrte. Im 
Vergleichsversuch wurde eine sehr verdiinnte Nitritl6sung von 
etwa demselben Oxydationswert zugesetzt. Erst nach mehr 
als einer Minute beginnt die Lésung schwach blau zu werden, 
und nach mehr als 15 Minuten ist noch nicht das ganze Nitrit 
mit dem Jodwasserstoff in Reaktion getreten. 

Ferner: Allergeringste Jodatmengen geben eine Blau- 
farbung; geringste Nitritmengen nicht. 200 ccm der obigen 
Losung +- '/2 ccm Jodatlésung (ca. 0,08 mg Jod enthaltend) 
gibt sofort Blaufiirbung, die nach dem Entfarben nicht wieder- 
kehrt. Die gleiche Menge Nitrit gibt auch nach liangerer Zeit 
keine Blauung. Die dabei gebildete Jodmenge liegt unter der 
Empfindlichkeitsgrenze der Jodstarkereaktion. 


29* 
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Wurde zu der genannten Lésung !/2 cem Jodat- und 3 ccm 
Nitritldsung zugesetzt, so fand sich durch Titration der sofort 
entstandenen Bliuung der richtige Wert fiir die Jodséure, und 
erst nach 30 Minuten zeigte sich eine langsam fortschreitende 
Nachoxydation, die vom Nitrit herriihrte (siehe auch S. 28). 


Eigenes Verfahren. 


Unter Benutzung der bei den erwahnten Arbeitsmethoden 
gewonnenen Erfahrungen haben wir eine unseren Fragestellungen 
besonders angepabte Methodik ausgearbeitet, die im folgenden 
geschildert sei. 


A. Prinzip der Methode. 


1. Verbrennung der organischen Substanz nach unserer 
Baryumsuperoxydmethode. Reduktion derSchmelze. Aufnehmen 
der wasserloslichen Salze aus der Schmelze und Fillung des 
Baryts. Hierauf Filtration. 

2. Oxydation in sodaalkalischer Lésung mit Permanganat; 
Vollendung der Oxydation in schwefelsaurer Lésung. Reduktion 
des Permanganats in alkalischer Lésung unter Schonung der 
gebildeten Jodsiure mittels Alkohol. Entfernung des tiber- 
schiissigen Alkohols aus dem Filtrat durch Kochen. Ansi&uern 
mit Phosphorséure und kurzes Kochen mit Ammonsulfat. 

3. Nach Erkalten der L6sung und darauffolgendem Zusatz 
von Jodkali, Starke und tiberschtissiger Schwefelsaure Titration 
mit Thiosulfat (®/ 100). 





B. Beschreibung der Methode. 





1. Die Veraschung mit BaQ,. 


Die zu veraschende Substanz wird mit kleinen Mengen 
reinster Natronlauge (e natrio metallico) und Soda v6llig durch- 
feuchtet und hierauf in dem spater zur Veraschung benutzten 
Eisentiegel wieder einigermafien getrocknet. Dann wird mit | 
Baryumsuperoxyd (purissimum pro analysi. Merck), das fast | 
halogenfrei, jedenfalls jodfrei ist, gemischt. Die Menge richtet 
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sich nach der Quantitaét der organischen Substanz. Fiir Schild- 
driisen, die durch die Behandlung mit der Lauge zum vdlligen 
Zerfall gelangen, geniigt eine Messerspitze des Superoxyds. 
GroBere Substanzmengen z. B. Blutkoagula, nach unserer Methode 
dargestellt, werden portionenweise verbrannt, indem die ge- 
trocknete, alkalihaltige Masse mit dem Superoxyd in einer 
geriumigen Reibschale durchmischt und dann eventuell in 
mehreren Eisentiegeln zur Veraschung gebracht wird. Die 
Menge des BaQ, haben wir so gewahlt, dai zunachst fiir 
100 cem urspriingliches Blut je 50 g Superoxyd beigemischt 
wurden. Die Erhitzung erfolgte unter dem Abzug zuniichst 
allmihlich, wobei die letzte Feuchtigkeit entweicht; hierauf 
beginnt unter Glimmerscheinung die Verbrennung an einigen 
Stellen. Man lat sie nicht zu heftig werden und setzt immer 
wieder neue Quantitaéten des Gemisches zu. Die Masse wird, 
wenn kein Rauch mehr entweicht, mit neuen Mengen Super- 
oxyd, die diinn obenauf gestreut werden, behandelt, bis keine 
Feuererscheinung mehr auftritt. 

Notigenfalls wird mit einem reinen Glasstab geriihrt. Es 
hinterbleibt so bei den Blutkoagula eine grau bis schwarzlich 
gefirbte kriimelige Masse, in der das iiberschiissige Super- 
oxyd und andere reduzierbare Verbindungen durch Aufstreuen 
chemisch reiner gepulverter Tierkohle in bleibendem Uberschuf 
sich zerstoren lait. Die Erhitzung soll nicht zu lange fortgesetzt 
und auch lokale Uberhitzung durch lebhaftere Verbrennung, die 
mit grOBeren Quantitaéten von BaO, leicht vorkommen kann, 
moglichst vermieden werden. 

Die Veraschung kleinerer Mengen gestaltet sich einfacher. 
Die getrocknete, mit BaO, gemischte Substanz wird vorsichtig 
erhitzt und nach Ablauf der ersten Reaktion, die durch Beigabe 
von etwas calcinierter Soda gemildert werden kann, noch 
mehr BaO, zugesetzt, wenn noch verbrennbare Substanz vor- 
handen ist. Ein Uberschu8 des Superoxyds wird wieder durch 
Kohle zerstért. Alle diese Operationen werden bei bedecktem 
Tiegel vorgenommen. 

Die erkaltete Masse wird nun mit heifiem Wasser behandelt, 
mOglichst zerkleinert und in ein geraumigesBecherglas iibergefiihrt. 
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Durch Auskochen der Tiegel und mit Hilfe des Glasstabes laBt sich 
der Tiegelinhalt herauspiilen. Festhaftende Schmelzen werden 
erst durch Stehenlassen mit warmem Wasser durchweicht. Es 
wird nun in die Aufschwemmung der Schmelze Kohlendioxyd 
eingeleitet. Zur Beschleunigung der Ausfallung des Baryts kann 
auch etwas Natriumsulfat zugesetzt werden. Es ist nétig, von 
Zeit zu Zeit umzuriihren. Wenn alles Baryum in Form von 
Carbonat und Sulfat niedergeschlagen ist, wird in einen ge- 
riumigen Jenaerkolben filtriert und mit heibem, etwas Soda 
oder Natriumsulfat enthaltendem Wasser gewaschen. Ks resul- 
tiert eine klare, bei Blutkoagula meist etwas griinlich gefarbte 
Losung. Diese enthalt héchstens Spuren von Baryt und fast 
keine anderen Metalle, als die Alkalien. Tritt allmihlich eine 
weife Triibung im Filtrat auf, so zeigt das eine Unvollstindig- 
keit der Barytfallung an und lat sich, wenn zu_betréchtlich, 
durch nochmalige Filtration nach Sulfatzusatz leicht entfernen. 


2. Oxydation. 


Das carbonatalkalische Filtrat wird mit Kaliumperman- 
ganat (in Substanz oder in Lésung) versetzt und nach Zusatz 
einer kleinen Menge Talk zum Sieden erhitzt. (Jenaerkoch- 
kolben héchstens zur Hialfte fiillen!) Die Menge des notigen 
Permanganats laBt sich nicht angeben; sie variiert natiirlich 
sehr stark je nach der Menge reduzierender Substanz in der 
Lésung. Es mu8 immer ein UberschuB davon da sein und 
zwar wihrend der ganzen folgenden Operationen bis zum 
Zusatz des Alkohols. Fir gewohnlich kochen wir etwa 5 bis 
10 Minuten, bei Koagula mit viel reduzierender Substanz aber 
bis zu 30 Minuten. 

Nach vollendeter alkalischer Oxydation wird bei entfernter 
Flamme die Losung durch vorsichtiges, langsames Zutropfen 
(schaumt besonders gegen Schluf!) mit starker Schwefelsdure 
(1: 4) deutlich sauer gemacht und dann mit dem Kochen fort- 
gefahren (5—15 Minuten), wobei sorgfaltig auf eine gentigende 
Menge Permanganat zu achten ist. Die Loésung wird nun ab- 
gekiihlt und mit reinster calcinierter Soda wieder alkalisch 
gemacht, wobei zweckmafig unter dem Wasserhahn gekiihlt wird. 


























Methoden der Jodbestimmungen in organischen Substanzen. I. 449 
Jedenfalls soll die Fliissigkeit nicht mehr warm sein, wenn 
in alkalische Losung tibergegangen wird, um jede neuerliche 
Nitritbildung zu vermeiden. Es wird nun sofort Alkohol 
zugesetzt, je nach der Menge des tiberschiissigen Permanganats 
2 und mehr — bis 5 — ccm; aber stets so wenig, wie eben 
moglich, und dann unter Zugeben einer Spur Talk von neuem 
gekocht. Das Permanganat mu vollstandig reduziert sein: worauf 
nach einigen Minuten, wenn der Alkoholgeruch des entweichenden 
Dampfes verschwunden ist, durch ein gutanliegendes Filter ab- 
gegossen werde. Das Filter sei immer mit der Lésung bedeckt. 
Zum Auswaschen halte man sich heifes Wasser bereit, dem 
einige Tropfen Alkohol zugesetzt werden. 2—3 maliges Waschen 
damit geniigt in den meisten Fallen. Das Filtrat muB8 klar sein, 
eine gelegentlich vorkommende gleichmiabige Gelbfiirbung schadet 
nichts. Dagegen ist eine braéunlich-gelbliche Triibung — offenbar 
kolloidal geloste Manganoxyde — fiir die Titration stérend und 
muf, durch nochmaliges kurzées Kochen, eventuell unter neuer- 
lichem Alkoholzusatz und Abfiltrieren beseitigt werden. Die klare 
manganfreie LOsung wird nach Zusatz einer kleinen Menge Talk 
kurz gekocht zur mOglichsten Entfernung der letzten Alkoholreste 
(5 Minuten geniigen) und hierauf wird mit starker Phosphor- 
siiure (spiter verwendeten wir ein Phosphorsadure-Schwefelsaure- 
gemisch) allmihlich angeséiuert und kurze Zeit weiter gekocht. 
Ein Zusatz von Ammonsulfat (reinstes zur Analyse) zur phosphor- 
sauren Losung wird von uns in der Regel vorgenommen, ist aber 
in den meisten Fiillen nicht unbedingt notig. Die LOsung enthiilt 
nunmehr keine oxydierenden Substanzen aufer Jodsiure. 


3. Titration. 


Die abgekiihlte Losung wird mit Schwefelséure bis zur 
deutlichen Bliuung von Kongopapier und hierauf mit Jodkali 
versetzt. Viel Jod verrat sich schon jetzt durch Braunfarbung. 
Man titriert in diesem Fall die mit etwas Schwefelsiure ver- 
setzte Lésung in iiblicher Weise mit "/10-Thiosulfat, gegen 
SchluB unter Zusatz von Starkelésung. 

Handelt es sich um kleine Jodmengen, so wird "/100-Thio- 
sulfat verwendet. Eine Gelb- oder gar Braunfirbung der Lésung 
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tritt dann natiirlich nicht auf. Man setze also gleich Starke 
und darauf noch etwas starke Schwefelséure zu. Blaufarbungen, 
die von Jodséure herriihren, erscheinen in stark schwefel- 
saurer LOsung sofort, auch wenn es sich um geringste Mengen 
handelt.!) Der Luftsauerstoff bewirkt in der Losung erst lange 
nach der Titration die Bildung von freiem Jod und dement- 
sprechend Blaufaérbung. Bléuliche oder Rosafirbungen, die 
erst nach einigen Minuten auftreten — in der Regel verstairken 
sie sich kontinuierlich — zeigen eine Nachoxydation an, die 
bestimmt nicht von Jodsiure, sondern von Spuren salpetriger 
Saure, eventuell unterchloriger Séure herriihrt. Sie wird in 
der Regel bei unserem Verfahren vermieden. Um aber eine 
besondere Sicherheit zu erreichen, wird mit einer kleinen 
abgemessenen Quantitét der Losung eine Vorprobe ange- 
stellt. Zeigt sich dann, eventuell nach dem Entfairben mit 
einer besonders verdiinnten Thiosulfatldsung, eine Nach- 
oxydation, so erhitze man die phosphorsaure Lésung mit 
schwefelsaurem Ammon nochmals 10 Minuten zum Sieden. 
Die erkaltete Lésung kann hiernach titriert werden und wird 
keine st6rende Nachoxydation ergeben. 


C. Erlauterungen zur Methode. 


1. Veraschung. 


Bei der Oxydation mit BaO, muf einerseits eine még- 
lichst vollstandige Verbrennung der organischen Substanz er- 
reicht und anderseits miissen Jodverluste durch zu _ heftige 
Verbrennung vermieden werden. Dieses Ziel la8t sich bei Ein- 
haltung unserer Vorschriften erreichen. (Vgl. Beleganalysen.) 

Der Zusatz von Kohle nach SchluB der Veraschung -be- 
zweckt zundchst die Zerstérung des tiberschiissigen Super- 
oxyds. Weil Wasserstoffsuperoxyd, welches aus tiberschiissigem 
BaO, in die spatere Lésung tbergeht, nicht leicht restlos weg- 
zuschaffen ist, besonders wenn betrachtlichere Mengen davon 


') Der richtige Sauregrad wird durch starke Blauung von Kongo- 
papier angezeigt. 
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vorhanden sind, empfiehlt sich diese MaBregel. Man muB dann 
besonderen Wert auf die Entfernung des Superoxyds legen, 
wenn man nach der Verbrennung mit BaOQ, das Huntersche 
Verfahren folgen lift. Der Zusatz von Kohle bietet auch den 
Vorzug, dai eine gleichmafigere Schmelze erhalten wird. 
AuBerdem ist die Bildung von Jodat bei der Verbrennung 
nicht unwahrscheinlich und es kénnten kleine Mengen Jod als 
schwerlésliches Baryumjodat im Niederschlag zuriickbleiben. 
Durch den Kohlenzusatz wird dies ausgeschlossen. Regel- 
mabig kann man bei angesduerten Proben der Lésung die 
Entwicklung von Schwefelwasserstoff nachweisen. Wenn so- 
nach schwefelsaure Salze zu Sulfiden reduziert werden, darf 
umsomehr von Jodaten eine quantitative Reduktion zu Jodiden 


erwartet werden, die auch tatsachlich stattfindet. 

Beispiel: 5 g Casein und 1,87 mg Jod als Jodat unter Zusatz 
von 1 g Soda mit BaO, verascht und mit Wasser ausgezogen, ergaben 
1,78 mg Jod. 

Auferdem ist das Baryumjodat ja auch bis zu einem 


gewissen Grade in Wasser loslich. Wir konnten deshalb auch 
bei Versuchen, das Jod als Baryumjodat unter bestimmten 
Bedingungen quantitativ zu fallen, keine geniigenden Resultate 
erzielen. 

Der Hauptvorteil unserer BaQO,-Methode liegt aber in der 
Moglichkeit, das zugesetzte Oxydationsmittel ganz zu entfernen 
und eine verhaltnismabig salzarme Lésung zu erhalten. 

Zur Entfernung des Baryts verwenden wir Kohlendioxyd, 
da es einerseits die Hauptmenge des Baryums zur Ausscheidung 
bringt und ein Uberschu8 im Gegensatz zur Schwefelsiure 
keine St6rung der Jodbindung hervorzurufen vermag. Wenn 
von etwas mehr Alkalisalz in der Lésung kein Nachteil zu 
erwarten ist, dient uns Natriumsulfat zur Barytentfernung. 

Will man die Salzarmut weitgehend steigern, so kann 
man schon zur anfiinglichen Durchfeuchtung anstatt Kalilauge 
Atzbarytlisung verwenden. 


2. Oxydation. 


Die alkalische Lisung wird zur Uberfiihrung von Jodid 
in Jodat mit Permanganat gekocht. Da die Jodsdure sehr 
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leicht Sauerstoff abgibt, ist darauf zu achten, daf stets ein 
Uberschu8 an Permanganat vorhanden ist. Bei dieser ersten, 
das ist alkalischen Oxydation bilden sich reichliche Mengen 
salpetriger Saéure und zwar meist aus Cyaniden tiber das 
Zwischenprodukt der Cyanate. Die notwendige Beseitigung der 
salpetrigen Siure erreicht man durch Ubergang in saure Lésung 
und Kochen, wobei wiederum die Jodsaure durch einen standigen 
UberschuB des Permanganats geschiitzt bleiben muB. 

Bei kochsalzhaltigen Substanzen (Blutfiltratanteile) ent- 
weicht auch Chlor. 

Das Ubergehen von alkalischer in saure Lésung, das wir 
im Gegensatz zu Bernier und Péron eingeschaltet haben, 
halten wir fiir unsere Zwecke fiir nétig. Wir entfernen durch 
die stiirkere Oxydationskraft des Permanganats in saurer LOsung 
die letzten Anteile oxydabler Substanz unter Schonung der Jod- 
siiure in viel weitgehenderem Mabie, als es sonst mdglich ware. 

Die Reduktion des tiberschiissigen Permanganats mit Al- 
kohol soll in alkalischer Lésung erfolgen. Bei unseren Ver- 
suchen mit gréberen Substanzmengen waren die Resultate nicht 
einheitlich, solange wir die Lésung in der Warme alkalisch 
machten. Der Fehler resultiert offenbar daraus, da’ beim 
Alkalischmachen in der Hitze kleine Mengen von salpetriger 
Sdure neugebildet werden kinnen. Wir erklaéren dies damit, 
daB kleinste Mengen von Cyaniden oder Cyanaten, die der 
Oxydation sich entzogen hatten, nun in der alkalischen Losung 
angegriflen werden und Nitrit bilden. Das Neutralisieren ge- 
schehe deshalb in der Kélte und der alkalischen Losung werde 
der Alkohol sofort zugesetzt. 

Das Kochen mit Alkohol zerstért nicht nur das Per- 
manganat, sondern auch die unterchlorige Séure und zwar, 
wenn geniigend lange gekocht wird, quantitativ, wie auch wir 
nachweisen konnten. Die Lésungen mit betrachtlichem Chlor- 
gehalt haben wir daher besonders sorgfaltig und mit mehr 
Alkohol gekocht. 

Wird geniigend Alkohol genommen, und nach den Vor- 
schriften der Methode heif filtriert und ausgewaschen (siehe 
oben), so ist die Gefahr, oxydierende Manganverbindungen 
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ins Filtrat zu bekommen, duferst gering. Beim lingeren Stehen- 
lassen des Niederschlages auf dem Filter und bei Auswaschen 
mit kaltem Wasser liefe man aber allzuleicht diese Gefahr. 

Die manganfreie alkalische Lisung mu von Alkohol be- 
freit sein, ehe man in saure Losung tibergeht, da freie Jod- 
siure durch Alkohol reduziert wird. Ein ruhiges und lebhaftes 
Kochen kann durch Gasdurchleitung oder ‘Talkzusatz erreicht 
werden. Doch verwende man nur wenig Talk, um sich nicht 
die spitere Titration durch Undeutlichwerden des Umschlages 
zu beeintriichtigen. Der feine Talk halt niamlich ziemlich hart- 
nickig die blaue Jodstirke fest, sodafS ein UberschuB von Thio- 
sulfat zur Entfiirbung notig wiirde. 

Nach Verjagen des Alkohols hatte das Kochen in schwefel- 
saurer, die freie Jodsiure enthaltender LOsung kein Bedenken 
mehr. Doch ziehen wir Phosphorsiéure, bis zur eben deutlich 
sauren Reaktion zugesetzt, der Schwefelsiure vor. Jodséure 
wird durch erstere nicht oder nur in geringem Umfang frei 
gemacht, so dafi Spuren von Alkohol oder von anderen oxydier- 
baren Stoffen keine Gelegenheit zur Einwirkung auf sie be- 
kommen. Die kleinsten Mengen salpetriger Saure, um mehr 
kann es sich nicht handeln, werden aber durch das Kochen 
in phosphorsaurer Lésung bald entfernt. Auferdem konnen 
wir den Zusatz von Ammonsulfat als weitere Sicherheit zur 
Zerst6rung der salpetrigen Saéure empfehlen. 

Der Zusatz von Phosphorsiiure bringt auch noch den 
Vorteil, die Kohlenséure aus der Lésung zu entfernen, ehe 
freies Jod vorhanden ist. Man vermeidet dadurch Jodverluste, 
die beim Ansiuern der mit Jodkali versetzten, Jodat und Car- 
bonat enthaltenden Lésung bei Entweichen des Kohlendioxyds 
durch eine allzu stiirmische Gasentwicklung entstehen kénnten. 


Dafi die Jodsiure bei allen diesen Vorgangen nicht alteriert wird, 
haben wir in ausgedehnten Vergleichsversuchen festgelegt, die ihrer 
Wichtigkeit wegen im Auszug angefiihrt seien: 

Verwendete Jodatlésung: 2 cem == 18,9 ccm "/:0-Thiosulfat (f == 0,205) 
==: 3,87 mg Jod (Mittelwert). 
1. Kochen mit alkalischem Permanganat usw. 

100 ccm H,O + 5 cem 5°%oige NaCl-Lésung -+- 2 ccm KJO, 

+- Soda +- KMnQ,. 
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3 Minuten alkalisch, 3 Min. sauer gekocht. Alkalisch reduziert usw. 
Gefunden: 18,7 ccm = 3,83 J. 
2. Kochen mit saurem Permanganat usw. wie oben. 
Quantitaten wie bei 1., nur anstatt Soda 2 ccm Schwefelsaure (1 : 4). 
Saure Lésung 3 Min. gekocht. Gef.: 18,00ccm = 3,69 mg Jod 
» > 12 » > >: 18,2 >_ => 3,73 » > 
3. Reduktion mit Alkohol bei alkalischer Reaktion. 
a) 100 ccm H,O -++ 2 ccm KJO,-Lésung -++ Soda + KMnO, und Alkohol. 
3 Minuten reduziert Mit Phosphorsiure und Ammonsulfat gekocht. 
Gefunden: 18,5 ccm = 3,79 mg Jod. 
b) Dasselbe, nur lange Zeit mit Alkohol gekocht. 
Gefunden: 18,6 ccm = 3,81 mg Jod. 
c) Dasselbe wie a, nur mit Zusatz von 5 ccm NaCl-Lésung (5 °/o) 
3 Minuten gekocht. Gefunden: 18,9 com = 3,87 mg Jod. 
d) Dasselbe wie b, nur mit Zusatz von 5 ccm NaCi-Lésung (5°/c) 
12 Minuten gekocht. Gefunden: 18,4 ccm = 3,77 mg Jod. 
4. Kochen mit Phosphorsaéure bei Zusatz von Natriumchlorid. 
50 ccm H,O + 2 ccm KJO,-Lésung -+- 5 ccm 5°/o NaCl -+- 1 ccm 
H,PO, (Ph. Germ. V.). 
3 Minuten gekocht. Gefunden: 19,0 com = 3,89 mg Jod 
10 . > 3 °185 » =&87 > >» 
Dasselbe, nur mehr Phosphorsdéure (10 ccm) zugesetzt. 
3 Minuten gekocht. Gefunden: 18,8 ccm = 3,85 mg Jod 
10 > « > : 188 » =385 >» » 
Kochen mit Phosphorsdure bei Zusatz vonAmmonsulfat und 
etwas Buttersdaure. ‘) 
50 ccm H,O -+- 2 ccm KJO,-Lésung -+ 1 com H,PO, -- Ammon- 
sulfat und 3 Tropfen Buttersaure. 
3 Minuten gekocht. Gefunden: 18,9 ccm = 3,87 mg Jod. 
Dasselbe mit 10 ccm H,PO,. Gef.: 18,7 > 3,83 >» >» 
6. Kombination von 4 und 35. 
50 ccm H,O + 2 cem KJO, -+- 5 ccm NaCl-Lésung -+ 1 ccm H,PO, 
-+- Am,SO, -++ Buttersdure. 
4 Minuten gekocht. Gefunden: 18,9 ccm = 3,87 mg Jod. 
Dasselbe mit 10 ccm H,PO,. Gef.: 188 >» = 3,85 >» » 


or 
. 


Beobachtungen tiber das Verhalten von Jodsaure 
zu Alkohol. 


Die Entfernung des Alkohols bis auf die letzten Spuren durch 
Kochen zu bewerkstelligen, ist sehr schwierig, wenn nicht unmédglich. 


‘) Ein deutlicher Geruch nach Fettsaiuren, besonders Buttersaure, 
tritt meistens beim sauren Oxydieren und itiberhaupt beim sauren Kochen 


von Blutkoagulumanteilen auf. 
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Jedenfalls tritt im Destillat selbst nach 30 Minuten langem Kochen die 
iiberaus empfindliche Jodoformprobe noch schwach, aber deutlich auf. 
Es gilt also nachzupriiffen, ob die in der Lésung verbliebenen kleinsten 
Mengen beim nachherigen Kochen in phosphorsaurer Lisung die Menge 
der Jodséiure zu verringern imstande sind. Folgende Versuche zeigen die 
Verhiltnisse : 

2 ccm KJO,-Liésung -+- 200 ccm H,O ++ 1 cem Alkohol -++- Spur Soda 
und Talk werden am Destillierapparat gekocht. Die Proben des Destillats 
geben positive Jodoformprobe. Nach 38 Minuten wird unterbrochen abge- 
kiihlt, angesduert und titriert: 18,6 cem = 3,81 mg Jod. Derselbe Versuch 
wiederholt, mit dem Unterschied, daf\ erst nach 5 Minuten Kochen an den 
Destillationsapparat angeschlossen wurde. Die Jodoformprobe auch beim 
letzten Destillat (29 Minuten) noch positiv. Titr. 19,1 ccm = 3,92 mg Jod. 

Folgt hieraus die Unzerstérbarkeit des Jodats durch Alkohol und 
die Schwierigkeit, letzteren ganz zu entfernen, so zeigen die folgenden 
Versuche, die den Bedingungen des Verfahrens angepafst sind, dafs diese 
Alkoholspuren auch bei saurer Reaktion nicht die Genauigkeit der Be- 
stimmung stéren kinnen. 

2 ccm KJO,-Lisung -++ 200 ccm H,O -+- 1 cem Alkohol 5 Minuten 
frei gekocht, dann Zusatz von 1 ccm starker Phosphorsiiure und weiter 
gekocht am Destillierapparat. Die Destillate zeigen positive Jodoform- 
probe (10—15 Minuten). Nach dem Abkiihlen und Ansiéuern titriert: 
19,0 ccm = 3,90 mg Jod. 

Derselbe Versuch, nur Anséuern mit 10 ccm Phosphorséure. Die 
Destillate zeigen ebenfalls die positive Jodoformprobe. Die Titration er- 
gibt 19,0 ccm = 3,90 mg Jod. 

Bei einer blinden Probe mit den zur Jodoformprobe verwendeten 
Reagentien zeigte sich kein Jodoformgeruch. 


3. Titration. 


Beziiglich der dritten Etappe «Titration» haben wir auf 
die sehr oft wiederholte Beobachtung aufmerksam zu machen, 
dai eine Lackmus deutlich rétende Jodat enthaltende Lésung, 
deren saure Reaktion nur auf Phosphorsiéure beruht, mit Jod- 
kalium und Stirke keine Blaufarbung zu zeigen braucht, daf 
diese aber sofort auf Zusatz von mehr Phosphorsiure oder 
Schwefelsiure ciniritt. 

In anderen Fillen — bei einem geringen Uberschub 
von Phosphorsiure und bei Ausschlu8 nachoxydierender Stoffe 
— trat zwar ein allmahliches, langsam sich fortsetzendes Frei- 
werden von Jod ein; in den Parallelversuchen aber mit Zusatz 
von Schwefelsiure wurde die Umsetzung zu einem sofortigen 
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und definitiven Ende gefiihrt. Diese Erscheinung riihrt daher, 
dafi nur die Reaktion zwischen freiem Jodwasserstoff und 
freier Jodsiiure den bekannten momentanen Verlauf nimmt. 
Wird dagegen wegen zu geringer Konzentration der Wasser- 
stoffionen der zugesetzten Saure nur ein kleiner Teil der ge- 
nannten Séuren freigemacht, so findet auch die Abspaltung 
des Jods nur nach und nach statt. Aber gerade die Schnellig- 
keit, mit der die Bildung des freien Jods und damit die Blau- 
firbung auftritt, bietet die exakte Méglichkeit, bei starken Ver- 
diinnungen die Jodsiure von der allein noch in Betracht kom- 
menden salpetrigen Saure zu unterscheiden. (Vgl. die Beispiele 
auf Seite 17.) 

Die simtlichen Faktoren, die bei der Titration der Jod- 
siiure unter modglicher Anwesenheit von salpetriger Séure eine 
Rolle spielen, ergeben sich aus folgender Versuchsreihe tiber 
die Nachoxydation : 

Zur Verwendung kamen verdiinnteste Jodatldsungen und 
desgleichen Nitritlbsungen. 10 ccm der jeweiligen L6sung 
werden mit 25 ccm Wasser versetzt und mit 1 ccm Schwefel- 
siiure (1:4) angeséuert. Dabei lieferte das Jodat sofort und 
endgiiltig Jod, entsprechend 1,3 cem ®/100-Thiosulfat; das Nitrit 
langsam 4,5 ccm "/100-Thiosulfat entsprechende Jodmengen (und 
eventuell noch etwas mehr bei langerem Warten). 10 ccm 
jeder L6sung zusammen in 50 ccm Wasser mit viel Schwefel- 
siiure (20 ccm) versetzt, gaben sofortige Bliuung, zunichst 
= 2,3 ccm Thiosulfat und dann alsbaldige Nachoxydation und 
SchluB derselben nach Zusatz von insgesamt 6,4 cem Thio- 
sulfat. Unter diesen Umstéinden (viel Saure und viel Nitrit) 
ist also eine Unterscheidung nicht mdglich. 

10 cem jeder LOsung zusammen in 50 ccm Wasser mit 
nur 2 Tropfen Schwefelséure versetzt gaben sofortige Bléuung 
= 1,35 cem Thiosulfat. Nach ca. 4 Minuten war eine geringe 
Nachoxydation = 0,1 ecm eingetreten. Nach nochmals 5 Mi- 
nuten wiederum 0,3 ccm usw. Mit mehr Schwefelsiure sofor- 
lige Bliung = 0,9 ccm, die wieder weiter fortschreitet. Hier 
stimmt also der erste Titer auf das Jodat; das Nitrit kommt 
erst spaiter zur oxydierenden Wirkung. 
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Es gibt aber Fille, wie schon anderweitig ausgefiihrt, 
wobei Jodat allein eine Nachoxydation vortéuscht. Wiahrend 
10 cem Jodatlésung in 25 ecm Wasser durch 2 Tropfen Schwefel- 
siiure sofort alles Jod frei werden lassen (1,3 cem Thiosulfat), 
ist dies bei Zusatz von 4 Tropfen Phosphorsiure (300 g in 
800 cem Wasser) nicht der Fall. Hier wurde zuniichst nur 
1,0 ecm Thiosulfat verbraucht. Die Lésung wird wieder blau 
und diese Nachoxydation hért nach Zusatz von mehr Siure 
und der fehlenden Menge Thiosulfat = 0,3 ccm definitiv auf. 

Die Parole muf also sein: zuerst Fortschalfung der gesamten 
salpetrigen Saure und hierauf Freimachen der Jodsiure mittels 
nicht zu geringer Konzentrationen — mindestens Kongo sauer! 
— von Schwefelsiiure! 

Da die zu titrierenden Losungen neben Jodsaéure auch 
Salpeterséure (aus dem oxydierten Nitrit) enthalten, so haben 
wir auch deren Wirkung auf Jodkalium und Starke untersucht. 
Sie beeintrachtigt die Genauigkeit bei den in Betracht kommenden 
Konzentrationen'!) und Temperaturen nicht; dagegen kann sie, 
wenn der Alkohol beim Ubergang in phosphorsaure Lésung 
nicht entfernt war, Anla6b zur Bildung kleiner Mengen salpetriger 
Saure geben. Bei alkalischer Reaktion findet keine Umsetzung 


mit dem Alkohol statt. 
D. Beleganalysen des Verfahrens, 


Zuerst wurde die Brauchbarkeit der Methode an reinen 
Jodkaliumlésungen von bekanntem Gehalt gepriift. (Permanganat- 
oxydation alkalisch und sauer, Reduktion usw. nach obiger 
Vorschrift.) 

















Angewendet | Titriert Gefunden 
2 ccm KJ-Lésung (1) == 9,6 mg J) 4,4 ccm /:0-Thios. (f = 2,15) | 9,5 mg J 
10 > » (1) = 48,0 » »/22,.7 >» >» (f=2,1) 147,7 >» » 
10 > > —_ 400 « slew » > (fm24) MIO > >» 
0,5 > >» (1) == 24 » >/144 » mioo-Thios.(f=0,166)| 2,39 » » 
0,5 » + Dam 26s ses » — (f==0,166) 241 > » 
0,5 » » (2)=> 237> ol141 > » (f= 0,202) 2,24 » » 
0.5 » > (2)— 237> 11.6 > > — (f=0,202) 2.34> » 


*) Vgl. auch den Abschnitt «Beschaffenheit der Reagentien>. 
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Bei einer grdBeren Probe gravimetrisch kontrolliert: 
9,56 mg J in 2 ccm KJ-Losung (1) und 9,48 mg in 2 ccm 


KJ-Lésung (2). 





Angewendet | Titriert Gefunden 

10fach verdiinnte 
KJ-Liésung 25 ccm = 1,2. mg J 9,5 ccm 4) 0,95 mg J 
> 4 » =0,192 >» » O85 » 4) 0,185 » » 
> 2 » =0,096 » » 0,95 » 4) 0,095 >» » 
> > =0048> »| 06 » 4 0,06 » » 
> 5 >» =0,24 » » O09 » M00 (f= 0,2) [0,18 » » 





Damit war eine gentigende Genauigkeit des Verfahrens 
fiir die einfachsten Fille dargetan. Die niichste Aufgabe war, 
festzustellen, ob das Verfahren in Gegenwart nicht unbetracht- 
licher Mengen verschiedener Salze, wie sie in dem Veraschungs- 
gemisch vorkommen, anwendbar sei. In der oben beschriebenen, 
durch zahlreiche Versuche erprobten Weise durchgefiihrt, liefert 
es durchaus brauchbare Werte, wie folgende Analysen zeigen: 























Angewendet 
| eetiaanai’ 4 Gelanden 
| KCN | NaCl | Soda 
KJ-Lésung | = mg Jod | Wasser | 10%Jo g | g mg Jod 
05 (1) | 24 | 200 5 | 0 | 10 2.6 
0,5 (1) | 24 | 150 5 | O 6 21 
05 (1) | 24 | 150 5 0,5 6 21 
1 (2) | 476 | 150 | 10 0 2 4,64 
5 (2) | 23.65 200 25 |5cem5%| 2 23,60 
5 (2) | 23,65 200 25 » 2 23,40 











Besonderen Nachdruck haben wir auf die Erforschung 
des Einflusses der Cyanide gelegt, weil diese sich wiihrend 
der Veraschung naturgeméf und zwar oft in recht betriécht- 
lichen Mengen bildet. Bei der Einwirkung des Permanganats 
sind sie dann die Quelle fiir salpetrige Saure. Sie lassen sich 
nur bei sorgfaltiger Einhaltung der Arbeitsbedingungen un- 


) Die Titration erfolgte mit einer etwa "/z00-Thiosulfatlésung (Faktor 
0,599, zur Jodberechnung 0,1). Derartig verdiinnte Lésungen wurden stets 
frisch eingestellt gegen eine Bichromat-Standardlésung. 
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schiidlich machen. Mit dem Nachweis der Unschiidlichkeit der 
Cyanide ist auch der Beweis fiir die Mdéglichkeit der Aus- 
schaltung einer stOrenden Nitritwirkung erbracht. 
Die Anwendbarkeit der Methode auf die Bestimmung or- 
ganisch gebundenen Jods sei durch folgende Analysen gezeigt. 
Zur Gewichtskonstanz getrocknetes Jodeiweif: 
0,3864 g gaben 14,45 mg Jod 3,74°/o Jod. 


0.3265 » > 12,3 » > 3,76 0/9 
0,2475 » 951 » » 3,84%/o 
0,2949 » ; 0,0211 g AgJ 3,87°%o » (Gravimetrisch). 


Wir haben das Verfahren auch bei Schilddriisensiiften in 
Kombination mit unserer Trennung von anorganischem und 
organischem Jod angewendet. Die Beispiele sind bei den Be- 
legen zum Trennungsverfahren aufgefiihrt. 

Von grofer Wichtigkeit war die Bestimmung bekannter 
Mengen Jod in Anwesenheit groferer Mengen organischer Sub- 
stanz. Zu diesen Versuchen haben wir abgewogene Mengen 
jodfreien Caseins,!) sowie auch Blutproben,?) denen bestimmte 
kleinste Mengen Jodkalium zugesetzt waren, der Veraschung 
und Analyse unterworfen. 











| Angewandtes Casein | Zugesetztes Jod Gefundenes Jod 
| g | mg | mg 

1 | 10 | 0,24 | 0,18 

2 10 | 0,24 | 0,15 

3. | 10 | 0,48 | 0,24 

4. 20 | 0,48 | 0,48 

5. 20) | 0,24 | 0,12 


Die Verluste in dieser vollstiindigen Versuchsreihe be- 
trugen demnach im Maximum 0,24 mg J; minimal Null und im 
Durchschnitt 0,1 mg Jod! 


Beschaffenheit der Reagentien. 


Die erste Bedingung, welche die zu verwendenden Rea- 
gentien erfiillen miissen, ist natiirlich vollsténdige Jodfreiheit. 


') Eine Probe von 12 g reinem Casein ergab kein Jod. 
*) Belege siehe bei «Belege zum Trennungsverfahren». II. Mitteilung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 30 
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Das ist bei den Substanzen «pro analysi» der Fall, muf aber 
von Zeit zu Zeit durch blinde Versuche gepriift werden. Mit 
besonderer Sorgfalt ist auf die Reinheit der fiir die Titration 
in Betracht kommenden Substanzen zu achten: miabig starke 
Schwefelséure, jodfreies Jodkali und reines destilliertes Wasser! 
Proben dieser drei Agentien diirfen mit der zu verwendenden 
Stirkeloésung versetzt langere Zeit (mindestens 10 Minuten) keine 
Blaufiirbung geben. Die Saéure darf nicht zu konzentriert sein, 
da sonst beim Zusatz derselben zu der nitrathaltigen Losung 
fast regelmafig eine geringfiigige Blauférbung durch Zersetzung 
der Nitrate zu beobachten ist. Das Jodkali und das Wasser darf 
keine oxydierenden Substanzen, auch nicht in Spuren, enthalten. 

Grofe Schwierigkeiten bereitete uns eine Zeitlang eine 
reduzierende Verunreinigung der Phosphorsaure, die wir fiir 
phosphorige Siiure halten. Es zeigte sich beim Kochen mit 
solcher Séure oft ein betrachtlicher Verlust an Jodsiure, im 
allgemeinen der Menge der verwendeten Phosphorséure ent- 
sprechend. Wir fanden, und zwar auch bei Lésungen reinster 
krystallisierter Phosphorsaéure, ein besonders in der Warme 
stark ausgesprochenes Reduktionsvermégen gegentiber Perman- 
ganat. Diese Verunreinigung, die ebensogut wie das Permanganat 
auch die Jodsiure reduzieren kann, wurde auf folgende Weise 
unschiidlich gemacht: Die Phosphorsaurelésung wird mit "/10-Per- 
manganat bis zur bleibenden hellrosa Farbe versetzt, und hierauf 
bis nahe zum Sieden erhitzt. Dabei tritt wiederum Entfaérbung 
auf. Der Zusatz des Permanganats wird fortgesetzt, solange 
bis die Rosafiirbung langere Zeit bestehen bleibt. Mit einigen 
Tropfen "/1o-Oxalsiiure wird der Uberschu8 von Permanganat 
zersetzt. Man vermeide es, zuviel Oxalsaure zuzusetzen, weil 
diese beim Sieden ebenfalls Jodsiéure zerstort. 

Wir haben beispielsweise beim Kochen von jodséure- und 
oxalsdurehaltigen Losungen tiber 50°/o der ersteren zerstéren 
kénnen. Um beim Kochen die Phosphorsaure und ihre Verun- 
reinigung auBerdem noch quantitativ zu beschranken, verwenden 
wir neuerdings zum Ansdéuern der alkoholfreien Lésungen ein 
Gemisch aus 3 Volumina Phosphorsaure (1 : 4 Gewichtsteile) 
und 2 Volumina Schwefelséure (1: 4 Volumteile). 
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Anwendungsgebiete des Verfahrens. 


Das von uns ausgearbeitete Verfahren bietet fiir alle Fiille, 
ob es sich um grofie oder kleine Substanzmengen handeln mag, 
ob viel oder wenig Jod vorhanden ist, die gréBbte Sicherheit vor 
Irrtiimern. Fiir die Fragestellung, ob tiberhaupt Jod vor- 
handen ist, ist es wegen der radikalen Entfernung aller anderen 
oxydierenden Substanzen, die beim Arbeiten nach Hunter oder 
Bernier und Péron einen Jodgehalt vortaéuschen k6nnen, das 
einzig einwandsfreie. Die kolorimetrischen Verfahren k6énnen 
nach unseren obigen Ausftihrungen hierbei nicht konkurrieren. 

Fiir gewisse Fille (Schilddriisen, Jodeiweif, Urin, nicht 
aber Blut) diirfen wir das Huntersche Verfahren, das ja etwas 
schneller zum Ziele fiihrt, empfehlen. Da der hier nicht zu 
vermeidende Jodverlust durch das Ubrigbleiben kleinster Mengen 
oxydierender Substanzen gewohnlich gerade kompensiert wird, 
sind die Resultate gut; aber nicht vdllig eindeutig. Das Ver- 
fahren von Bernier und Péron — unter Ausschlu® ihrer un- 
geniigenden Zerlegung der organischen Materie — liefert eben- 
falls innerhalb gewisser Grenzen gute Werte, ist aber weniger 
sicher, da die Gefahr einer Vortéuschung von Jod durch Nitrit 


recht grof ist. 


II. Mitteilung. 


Trennung von organischem und anorganischem Jod in Blut 
und Organen., 

Die Frage, ob die Schilddriise ihren charakteristischen 
JodeiweiBkorper in die Blutbahn hineinsendet, ist nur dann 
bejahend zu entscheiden, wenn im Blut Jod regelmabig vor- 
kommt und das etwa nachgewiesene Jod als organisch ge- 
bundenes identifiziert werden kann. Um eine Sekretion des 
JodeiweiBk6rpers annehmen zu diirfen, muf demnach der 
Nachweis erbracht sein, daB vorhandenes Jod in organischer 
Bindung vorliegt. Anorganisches Jod kann der Nahrung ent- 
stammen oder von einer Aufspaltung des Schilddriiseneiweifes 
herriihren. Im letzteren Falle aber miiBte neben dem anor- 


ganischen auch organisches Jod sich nachweisen lassen. Darin 
30* 
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liegt die eminente Wichtigkeit der Auffindung einer Methode, 
die quantitativ die Trennung von Jodeiweif und Jodalkali 
gewihrleistet. 

Soviel wir sehen, sind dahingehende Versuche nicht ge- 
macht worden; nur die Experimente von Gley und Bourcet?) 
dienen dem Bestreben, das im Blut gefundene Jod etwas zu 
klassifizieren. Diese Autoren fanden das Blut mancher Tiere 
jodhaltig, und zwar fanden sie den Blutkuchen jodfrei, das 
Serum jodhaltig, und beobachteten, daf beim Dialysieren dieses 
letzteren das Jod nicht vollsténdig fortging, woraus auf ein 
Vorliegen von Jodeiweifi und weiterhin auf eine Sekretion der 
Schilddriise geschlossen wurde. Daf die Dialyse aber eine 
vollstiindige Entfernung des Jodalkalis vom Eiweif nicht er- 
reicht und dadurch dies Verfahren zu Trugschliissen fiihrt, 
davon konnten wir uns mehrfach tiberzeugen: Ein wenig jod- 
freies Serum wird mit einer geringen Dosis Jodkalilésung ver- 
setzt und dann 36 Stunden gegen flieiendes Wasser dialysiert. 
Im Dialysierriickstand sind zwar kleine, doch sicher nachweis- 
bare Jodmengen vorhanden, die also organisches Jod vorge- 
tiiuscht hiitten. Wir k6énnen hiernach die mit der Dialyse 
gewonnenen Resultate nicht als beweiskraftig fiir die Anwesen- 
heit von organisch gebundenem Jod im Blut anerkennen. 

Um eine quantitative Abtrennung von organischem und 
anorganischem Jod zu bewerkstelligen, suchten wir nach einem 
Koagulationsmittel, das bei méglichst wenig spaltender Wirkung 
die Eiweibkérper vollstandig zur Fallung bringt, wahrend das 
anorganisch gebundene Jod gelist in dem vom EiweiB befreiten 
Anteil verbleibt. Ein solches Agens fanden wir im Aceton, 
das den andern von uns fiir diesen Zweck versuchten Fallungs- 
mitteln weit tiberlegen war, da es einerseits Eiweif und Jod- 
eiweiB in der Kilte vollstiéindig fallte und anderseits -ein 
klares Filtrat, in dem das ganze Jodkali sich vorfand, lieferte. 
DaB die Acetonmethode anderen Trennungsverfahren tiberlegen 
ist, zeigte uns folgender Vergleichsversuch: 





') Bourcet, l.c., undGley und Bourcet, Comptes rendus, Bd. 130, 
S. 1721 (1900). 
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Je 100 ccm Hammelblut, mit Oxalsiiure ungerinnbar ge- 
macht, wurden mit 2,4 mg Jod als Jodkali versetzt und die 
folgenden 3 Verfahren verglichen: 

1. Fallung mit 2 Volumen reinsten neutralen Acetons, 
Absaugen, Waschen mit wasserigem Aceton, Verbrennung nach 
Abdestillieren des Acetons bei alkalischer Reaktion; 

2. Fallung mit 1 Volumen konzentrierter Ammoniumsulfat- 
losung und Essigsiure bei Wasserbadtemperatur, Waschen mit 
essigsiiurehaltigem Wasser, Einengen nach dem Neutralisieren 
mit reinster Natronlauge und Verbrennung : 

3. Fallung mit Phosphorwolframsiure, Waschen mit 
schwefelsiurehaltigem Wasser, Einengen nach der Neutrali- 
sierung und Verbrennung der zwei Anteile. 

















LL 
Erhalten nach Methode | Filtratanteil _  Koagulumanteil 
Hunter | mg Jod mg Jod 
1. Acetonverfahren. . .. . | 2,3 0 
2. Essigsiure-Ammonsulfal . | 1,7 | 0,64 
| 


3. Phosphorwolframsdure . 0d 1,4 


Auferdem war die Bearbeitung der salzarmen LOsung bei der 
Acetonfallung betrichtlich bequemer als die Veraschung der 
erst neutralisierten sehr salzreichen Produkte bei den anderen 
Verfahren. Fiir unsere Zwecke war das Aceton besonders 
noch deshalb geeignet, weil jede Spaltung des Jodalkalis, die 
durch die Behandlung in saurer Lésung leicht eintreten kénnte, 
hier vollig vermieden wird. 

Wie weit die Zuverliissigkeit des Mittels fiir eine Tren- 
nung organischen und anorganischen Jodes geht, zeigten uns 
Versuche mit analysierten Schilddriisensiéften, denen bei ein- 
zelnen Versuchen bestimmte Mengen Jodid zugesetzt wurden. 
AuBerdem wurde das Verfahren auch in analoger Weise bei 
Blut gepriift und hat sich uns immer bewihrt. 


Acetonfallungsverfahren. 


Das nach Erprobung verschiedener Arbeitsweisen zweck- 
mafigste Verfahren ist das folgende : 
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Auf 1 Volumen des durch Ammonium- oder Natriumoxalat 
ungerinnbar gemachten Blutes — ca. 0,1°/o — werden 4 Vo- 
lumina reines Aceton unter Umriihren zugegossen, bzw. es 
wird das Blut direkt in Aceton einlaufen gelassen. Es tritt 
sofort Koagulation ein. Das mehr oder weniger dunkelrote, 
feinflockige Koagulum setzt sich alsbald ab, wahrend die 
iiberstehende Lésung eine hellgelbe Farbe von verschiedener 
Intensitét bei den verschiedenen Blutsorten zeigt. Nach etwa 
einstiindigem Stehen filtriert man an der Nutsche und wischt 
mit wasserhaltigem ca. 80°/oigem Aceton nach. Meistens ist 
dann das anorganische Jod schon ganz entfernt. Wir haben 
aber, um jeden Irrtum auszuschlieBen, stets den Riickstand 
nochmals in wasserhaltigem Aceton stehen lassen, einerseits 
um diese wisserigacetonige Losung fiir sich nochmals auf Jod 
prifen zu kénnen (d. h. auf Vollstaéndigkeit der Extraktion 
des Jodalkalis), anderseits um das Trockenwerden des Koa- 
gulums zu verhindern. Die koagulierte Masse, die zuerst ein 
leicht zu behandelndes, lockeres Pulver darstellt, wird naém- 
lich beim Eintrocknen ziéh und fest, und hilt dann kleine 
Mengen Jodalkali erstaunlich hartnickig fest: 

100 ccm mit Jodkali versetztes Blut (14,4 mg Jod ent- 
haltend) wurde mit Aceton gefallt und nachgewaschen; das 
Koagulum getrocknet ergab dann noch 2 etwas jodhaltige Ex- 
trakte; der dritte war jodfrei. Trotzdem enthielt der Riick- 
stand noch 0,36 mg Jod als Jodkalium. In ebenso angestellten 
Versuchen wurde regelmifig das Koagulum selbst durch Aus- 
kochen, sogar mit angeséiuertem Aceton nicht jodfrei erhalten. 
Die wiederholten Extraktionen entzogen immer nur Spuren 
von Jod, ohne es vollig herauszuholen. 

Zum Beispiel: 

1. Extrakt 0,12 mg Jod 
2. 0,04 » » 
3. , 0,06 » » 


Trotzdem enthalt der Rtickstand noch 0,46 mg Jod. 
Der Filtratanteil, der die léslichen Mineralsalze und die 
Hauptmenge der Fettkorper sowie gewisse andere, in ver- 
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diinntem Aceton!) lésliche Substanzen enthilt, wird durch Zu- 
satz einiger Kubikzentimeter 30°/oiger Natronlauge (e natrio 
metallico) stark alkalisch gemacht und in einem geradumigen 
Kolben unter Zutropfen aus dem Tropftrichter abdestilliert. 
Die verbleibende wiasserige Lésung wird portionenweise (vor- 
sichtig wegen Schiumens!) im Eisentiegel getrocknet. Be- 
sondere Versuche zeigten uns, daB sodaalkalische Reaktion 
nicht sicher geniigt, um bei diesen Operationen Jodverluste zu 
vermeiden, wihrend Lauge zuverlassig wirkt. Die im Eisen- 
tiegel getrocknete LOsung wird mit Baryumsuperoxyd verascht. 
Um aber das Superoxyd modglichst gleichmiébig zu vermengen, 
empfiehlt sich der Zusatz eines gewissen Anteils davon, in die 
noch nicht vollstandig eingetrocknete Masse. 

Das Koagulum wird verarbeitet, wie in der vorigen Mit- 
teilung bei «Eigenes Verfahren» angegeben. 

Auf die Qualitét des Acetons ist besonders zu achten. 
Viele Sorten des kéuflichen Priparates reagieren sauer und 
farben sich mit Jodkali gelb unter Freiwerden von Jod. Das 
darf natiirlich nicht der Fall sein. Wir haben deshalb stets 
reinstes kéufliches Aceton nochmals tiber Kalk und etwas Thio- 
sulfat destilliert und dadurch gleichzeitig eine Verunreinigung 
mit Jodwasserstoff ausgeschlossen. Bei einigen friiheren Ver- 
suchen hatten wir etwas verdiinntes "/10-Thiosulfat dem Aceton 
direkt beigemischt. | 

Das Aceton werde dem Blut im Verhiltnis von 4: 1 
zugesetzt; 2—3 Volumina auf 1 Volumen Blut erzielen nicht 
immer eine vollstindige Fillung. 

Die Temperatur bei der Fallung zu erhdhen, bezw. mit 
Aceton zu kochen, ist unzweckmafig; man erhilt nur dunkler 
gefarbte Filtrate. Die Einwirkung auf das Blut im Sinne einer 
Trennung ist also nicht so giinstig. Zusatz von Sauren (Essig- 
saure) zu Aceton fiihrt zu einer Extraktion von Blutfarbstoffen, 
die bei Vermeidung von Sduren und in der Kilte nicht ein- 
tritt. Die Fillung mit reinstem Aceton in der Kilte ist dem- 





‘) Aceton erscheint uns fiir die Blutanalyse noch in mancher Be- 
ziehung mit Vorteil verwendbar. Dahingehende Untersuchungen sind im 
biologischen Institut zurzeit im Gange. 
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nach das beste Verfahren. Wie weilgehend die Verwendbar- 
keit des Verfahrens fiir Zwecke der Jodtrennung ist, zeigen 
die Beispiele im folgenden Abschnitt. 


Belege zum Acetonverfahren.!) 


100 ccm Hammelblut +- 2,4 mg Jod als Jodkalium mit 
400 ccm Aceton gefillt, abgesaugt und mit 80°/oigem Aceton 
nur einmal nachgewaschen, Koagulum getrocknet und nicht 
weiter extrahiert. Das Filtrat zum Teil nach Hunter, zum Teil 
nach Blum-Griitzner bearbeitet. 


Erhalten: 
0,26 mg Jod im Koagulum 
0,98 » » » Filtrat (1. Halfte nach Blum-Griitzner) 
107 » » » » (2. » » Hunter) 


2,31 mg Jod. 

Daraus folgt: Bei der Gesamtprozedur ist sehr wenig 
Jod verloren gegangen. Das Huntersche und unser Verfahren 
lieferten tibereinstimmende Werte. Das Koagulum ist nicht 
geniigend ausgewaschen und halt deshalb noch eine kleine 
Menge des Jodkaliums zuriick (siehe oben S. 36). 

50 cem Blut +- 0,5 cem Jodkalilisung = 2,4 mg Jod 
mit 200 ccm Aceton gefiallt und ausgewaschen zeigten 

im Filtrat 2,20 mg Jod 
» Koagulum 0,1 » » 
die nicht extrahiert worden waren. 

Dieser Fehler des ungeniigenden Auswaschens spielte 
auch eine Rolle im folgenden Beispiel, in dem auferdem unter- 
sucht wurde, ob die Art des Fallens einen Einflu6b zeigen wiirde. 

Je 25 ccm Blut mit 0,5 ccm Jodkalilésung (2) = 2,37 mg 
Jod versetzt, wurden einmal langsam unter Umriihren (1), das 
andere Mal schnell (2) mit 100 cem Aceton versetzt. AuBerlich 
unterschieden sich die Fallungen durch den Grad der Feinheit. 
Es wurde nur einmal nachgewaschen und das Koagulum und 
Filtrat auf Jod untersucht. 


‘) Soweit nichts anderes angegeben wird, sind die Analysen nach 
unserem Verfahren durchgefihrt. 
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Es ergaben: 


1. Koagulum 0,04 mg Jod. 2. Koagulum 0,10 mg Jod. 
1. Filtrat 290 » » 2. Filtrat 2,22 
Zusammen 2,24 mg Jod. 2,32 mg Jod. 


Die Differenzen liegen innerhalb der Fehlergrenze. Es 
scheint aber, als ob das grobflockige Koagulum (2) weniger leicht 
vollstaindig von eingeschlossenem Jodalkali frei zu waschen sei. 
Bei wiederholter Extraktion wiiren beide Koagula jodfrei be- 
funden worden. Das mdégen die folgenden Versuche zeigen. 

50 ccm Blut + 0,5 ccm Jodkalildsung = 2,4 mg Jod, 
gefiillt mit 200 cem Aceton ergaben: 


im Filtrat 2,26 mg Jod 
1. Acetonextrakt 0,04 » » 
2. » O » » 

>» Koagulum QO » » 


25 ccm Blut -+- 0,1 ecm Jodkalildsung = 0,47 mg Jod, 
gefallt mit 100 cem Aceton und wiederholt nachgewaschen, 
ergaben : 

im Filtrat 0,37 mg Jod 
Koagulum QO » » 


50 ccm Blut + 0,15 cem Jodkalil6sung = 7,11 mg Jod, 
gefallt mit 200 ecm Aceton und nochmals mit 80°/oigem Aceton 
ausgezogen, ergaben: 

im Filtrat 6,92 mg Jod 
1. Extrakt 0,06 »~ » 
Koagulum OO » » 


d0 cem Blut +--+ 0,05 cem Jodkalilésung = 0,24 mg Jod, 
gefallt mit 200 cem Aceton ergaben 
im Filtrat 0,23 mg Jod 
1. Extrakt 0 > > 
Koagulum 0 » » 
100 cem Blut +- 0,1 cem Jodkalilésung (1) = 0,48 mg Jod, 
gefallt mit 400 cem Aceton ergaben 
im Filtrat 0,8 mg Jod 
» 1. Extrakt O » > 


Koagulum 0 »~ » 
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25 ccm Blut ++ 0,25 ecm Jodkalilésung (2) = 1,18 mg Jod, 
gefillt mit 100 cem Aceton ergaben 
im Filtrat 1,12 mg Jod 
1. Extrakt O » » 
» Koaguum QO » ~» 


Nachdem es mdglich geworden ist, durch die Aceton- 
fallung das anorganische Jod aus dem Blut vollstindig abzu- 
scheiden, ist damit auch erreicht, das organisch gebundene 
Jod fiir sich allein zu bestimmen. Bemerkt sei, daB wir bei 
organisch gebundenem Jod hier das an Eiweifkorper 
gebundene Jod im Sinne haben, das ins Koagulum geht. 
Jodhaltige Fettkérper miiBten eventuell im Filtrat 
auftreten; diese spielen aber, wie uns verschiedene 
Versuche mit Schilddriisen und Schilddritisensaften 
zeigten, unter normalen Verhidltnissen eine quantita- 
tiv nicht in Rechnung zu setzende Rolle. 

Zur Priifung, ob organische Jodsubstanzen im Blut sich 
als solche nachweisen lassen, haben wir analysierte Schild- 
driisensifte in bestimmten Quantitéten dem Blut zugesetzt, und 
dann das Acetonverfahren angewandt. 

10 ccm Schilddriisensaft (w&sseriger Extrakt) enthielten 
ohne Trennung verascht 1,13 mg Gesamt-Jod (Hunter). 
2 Proben zu je 10 cem desselben Saftes mit 200 ccm Aceton 
behandelt ergaben 





im Koagulum 1. 0,99 2. 0,98 mg Jod 
» Filtrat 1. 0,06 2.004 >»  » 
Total: 1. 1,05 2. 1,02 mg Jod (Hunter). 


Eine mit 4 Teilen Aceton behandelte Probe 
Koagulum 1,06 mg Jod 
Filtrat 0,04 » » 
Total: 1,10 mg Jod 


Von diesem Saft, der also 1,01 mg organisch gebundenes 
Jod und 0,05 mg anorganisches Jod im Durchschnitt in 10 cem 
enthielt, wurden 10 cem in 200 ccm Hammelblut eingetragen 
und nunmehr die Trennung durchgefiihrt. 
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Das Koagulum enthielt 1,31 mg Jod 
» Filtrat » O13 > >» 
Total: 1,44 mg Jod (Hunter). 


Der geringe Mehrbefund kommt nicht etwa von einem 
Jodgehalt des Blutes her, sondern ist eine Erscheinung, die 
besonders bei Verwendung gréferer Mengen organischer Sub- 
stanz der Hunterschen Methode eigentiimlich ist (s. 0.). 

Da wir beobachteten, daf héchst salzarme Jodeiweif- 
losungen auch durch viel Aceton nicht geniigend gefallt werden, 
sondern erst auf Zusatz kleiner Mengen eines Elektrolyten, so 
haben wir einen Schilddrtisensaft fiir sich und mit wachsenden 
Kochsalzmengen versetzt in dieser Hinsicht untersucht. Wie 
die Resultate zeigen, hatte dieser Umstand auf die Vollstindig- 
keit der Fallung hier keinen Einflu8. Es bildeten nur die 
salzhaltigen Proben einen etwas grobflockigeren Niederschlag. 





— -- ——— — 


— 











Koagulum Filtrat 
I. 10 ccm Saft ohne Zusatz ....... 1,10 mg J | 0,01 mg J 
I. 10 » Saft+O01g NaCl ...... 110 » » | 002 > » 
lil. 10 » Saft --+0,2g NaCl ...... 1,12 > » | 0,02 » 


Im Anschluf8 an diese Schilddriisensaftanalysen sei ein 
Versuch mitgeteilt, bei dem zu 100 cem Hammelblut 10 ccm 
des obigen Saftes und 0,2 cem der Jodkalilésung — 0,98 mg 
Jod zugesetzt worden ist. 


Gefunden: Im Koagulum 1,02 mg Jod 
» Filtrat 0,87 » » 
Ein anderer Schilddriisensaft enthielt in 10 cem 
im Koagulum 0,88 mg Jod 
» Filtrat 0,03 » » 


100 cem Blut — von diesem Blut hatten sich 100 cem als 
jodfrei erwiesen — wurden mit 1 ccm Jodkalilésung = 4,8 mg 
Jod, sowie 10 ccm dieses Saftes versetzt. Wir erhielten 


im Koagulum 0,96 mg Jod 
» Filtrat 4,37 » » 
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Dazu kommen die Quantitaéten von 
0,10 mg Jod 
0,05 » » 
0,04 » » 
in drei Acetonausziigen mit 80°/o Aceton, die also zusammen 
dem Koagulum noch 0,19 mg Jod in Form von Jodkali entzogen. 


Wir haben also 


Gefunden: 0,96 organisches  Jod Soll: 0,88 
4,96 anorganisches » » 4,83 
Total: 5,52 mg. 5,71 mg. 


50 cem Blut +- 0,5 cem Jodkalildsung -+- 5 ccm Schild- 
driisensaft = 2,37 mg anorganisches und 0,60 mg organisches 
Jod. Erhalten 


Filtrat: 2,04 mg Jod | 

1. xtrakt: 0,06 >» >» U rasammen 2,14 mg. 
2. Extrakt: 0,04 » » 

3. Extrakt: O >» » 





Koagulum: 0,58 »~ » 
Solche Resultate muBbten uns darin bestarken, immer so 
lange das feuchte Koagulum zu extrahieren, bis mit 80°/oigem 
Aceton ein jodfreies Extrakt erhalten wird. 


Zusammenfassung. 


Zur Priifung der Frage, ob Schilddriiseneiweif im Blute 
kreist, mubte ein Verfahren ausfindig gemacht werden, das 
dessen Trennung von etwa vorhandenem Jodalkali ohne chemisch 
weittragende Eingriffe sicherstellte. Eine solche Trennung er- 
mOglicht das in dieser Mitteilung geschilderte und durch Bei- 
spiele als brauchbar erwiesene Acetontrennungsverfahren, dessen 
Anwendung auf der Koagulation aller Proteine mit 4 Vol. Aceton 
(puriss.) und der Loéslichkeit der Alkalijodide in 80°/oigem Aceton 
beruht. Die Bestimmung kleinster Mengen Jod in dem an 
organischem Material so reichen Koagulum und anderseits in 
dem Filtratanteil gelingt aber ohne Schwierigkeit durch die in 
der ersten Mitteilung geschilderte Methode. 




















Zur Kenntnis der Pankreasverdauung. 
Von 
Gertrude D. Bostock, M.B., Ch. B., B.Sc. Carnegie Research Fellow. ') 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Mai 1913.) 


Auf Veranlassung von Prof. E. Salkowski habe ich die 
Frage untersucht, wie sich die Verteilung des Stickstoffs ge- 
staltet, wenn man auf eine Trypsinverdauungslisung dieselbe 
Methode anwendet, welche in zahlreichen aus der chemischen 
Abteilung des pathologischen Instituts hervorgegangenen Ar- 
beiten bei der Autolyse der Organe angewendet worden sind. 
Im Laufe der Arbeit trat ein zweiter Gesichtspunkt hervor, 
nimlich die Frage betreffs des Einflusses des Alkalis und des 
Optimums desselben fiir die Trypsinverdauung. Die Versuche 
hieriiber fiihrten zur Auffindung der interessanten Tatsache, 
daB das Alkali auf die Lésung des Eiweifies und auf die Spaltung 
desselben in verschiedenem Sinne einwirkt. Es erscheint dem- 
entsprechend zweckmafig, die Arbeit in zwei Teile zu teilen, 
deren ersterer von der Verteilung des Stickstoffs in Versuchen 
von 70 bezw. 14Q0stiindiger Dauer handelt. 


Erster Teil. 


Allgemeine Anordnnng der Versuche. 


Als Verdauungssubstrat diente von Kahlbaum _ be- 
zogenes trockenes Blutfibrin. Dasselbe wurde in einer Miihle 
gemahlen, dann durch Drahtgaze gesiebt. Es kamen 2 Quan- 
titaten zur Anwendung, die erste diente nur zu Versuch I, die 
zweite, grofere, zu allen iibrigen. In Versuchen I und II wurde 





*) Die Kosten dieser Versuche sind von einem «Grant» des «Carnegie 
Trust» getragen. 
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Pankreatin von Merck benutzt, in allen anderen (d. h. denen des 
zweiten Teils) Pankreatin Rhenania (immer dasselbe Praparat). 

Bei jedem Versuch wurden 30 g Fibrin mit 1 1 Chloro- 
formwasser und 10 cem einer 10°/oigen Lésung von Natrium- 
carbonat (bezogen auf trockenes Na,CO,) 70 resp. 140 Stunden 
mit 2,5 g Pankreatin im Thermostaten digeriert, alle 24 Stunden 
einmal geschiittelt. Das Abwégen des Fibrins und des Pankrea- 
tins geschah auf einer Analysenwage. Nach Ablauf der ge- 
nannten Zeit wurde der Inhalt der Flaschen unter Anséuerung 
mit KH,PO, zum Sieden erhitzt; abgekiihlt und samt dem Nieder- 
schlag auf 1 | aufgefillt durch ein trockenes Filter filtriert. Vom 
Filtrat wurden 800 ccm abgemessen und auf 400 ccm ein- 
gedampft. 

{In dieser L6sung wurde nun nach dem von Yoshimoto’) 
genau beschriebenen Verfahren der Totalstickstoff, der soge- 
genannte Monaminosdurestickstoff und der Purinbasenstickstoff 
direkt bestimmt, durch Berechnung ergab sich dann der im wesent- 
lichen aus Peptiden bestehende Reststickstoff. Auer den ge- 
nannten Bestimmungen wurde aber auch noch der Ammoniak- 
stickstoff nach Krtiger-Schittenhelm bestimmt. Der NH,-N 
kam von dem Reststickstoff in Abzug, da das Ammon ja auch 
durch Phosphorwolframsaure gefallt wird. Ferner wurde von den 
Bestimmungen des Purinbasen-N sehr bald Abstand genommen, 
da seine Quantitét sich als ganz unerheblich erwies, ent- 
sprechend dem geringen Gehalt des angewendeten Pankreatins 
an Nucleinséure. 

Der Gesamtstickstoff und Monaminosiurestickstoff wurde 
stets doppelt bestimmt. Die Bestimmungen stimmten sehr gut 
iiberein. Beziiglich des Monaminosdurestickstoffs ist zu be- 
merken, daf sich in den Filtraten nach anscheinend vdlliger 
Ausfillung mit Phosphorwolframsiure nach 24 Stunden Ofters 
noch geringe Niederschlage zeigten. Dies konnte durch An- 
wendung eines gewissen Uberschusses von Phosphorwolfram- 
siiure vermieden worden, allerdings wird dadurch die Kjeldahl- 
Verbrennung etwas erschwert, da starkes Stofen eintritt, wenn 
man bei der Erhitzung nicht sehr vorsichtig verfahrt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 343. 
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Tabelle I. — Versuch I. 


anemia 
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A B C 
Verdauung 70 Stunden “ | jo NI. oot % N em 09 N 
6 | gelost é | gelést 6 | gelést 
Gesamt-N . . ./3,780| — |3,3950| — |3,8325) — 
Monaminos.-N . | 1,5435) 40,8 ]|1,1738) 34,5 |1,4573) 38,0 
NH,-N .. . .|0,0860| 2.2 ]0,0797| 2,3 00853 2.2 
Rest-N . . . .|2,1505) 56,9 |2,1415| 63,0 | 2,2899 59,7 
Vom : a 91,1 81,3 92,3 
D E 
Ve rdauung 140 Stunden = | fg N a , | %o N 
gN | gelést gN | geldst 
Gesamt-N .. . .|3,9725) — |3,8937) — 
Monaminos.-N. . . 1,6022) 40,3 | 1,7850) 45,8 
ae 0,1028 2.5 10,1022) 2,6 
Re re 2,2675| 57,1. | 2,0065| 51,5 
Vom Fibrin-N in Lésung gegangen °/o . . 95,7 93,8 








Die Versuche A, B, C sind an verschiedenen Tagen an- 
gestellt. Was die Differenzen in den Werten der einzelnen Ver- 
suche betrifft, so erkliren diese sich vermutlich dadurch, dab 
die Temperatur des Thermostaten zufillig nicht ganz konstant 
war. Dies gilt namentlich von Versuchsreihe B. 

Eine Durchsicht der Tabelle ergibt, dai die Zahl fiir Mon- 
aminosiuren zwischen 40,8 und 38,0°/o des gelésten Stickstoffs 
schwankt. Die niedrige Zahl in Versuchsreihe Bb kann aus dem 
angegebenen Grunde aufer Betracht bleiben, die fiir Ammoniak- 
stickstoff betragt zwischen 2,2—2,3°/o, die fiir Reststickstoff 
zwischen 56,9—59,7°/o, nur in B ist sie hoéher. 

In den Experimenten E und D haben wir die Resultate einer 
140 stiindigen Inkubation. Der gesamte Stickstoff ist etwa gréBer 
als in A, B und C. Die Monaminosdurenfraktion in E ist deut- 
lich gr6fer, ebenso die Ammoniakfraktion. 

In den folgenden 70 Stunden ist die Digestion fortge- 
schritten, aber nicht viel. Stickstoffprozentsatz in Monamino- 
form wechselt von 40,3°/o bis 45,8°/o. Die absolute Quantitat 
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des Ammoniaks zeigt eine deutliche Zunahme, welche von einer 
kleinen Zunahme im Prozentsatz begleitet ist. Da sich ein solcher 
kleiner Unterschied bei der Verdoppelung der Dauer der Di- 
gestion vorgefunden hat, fragt man sich natiirlich, ob noch ein 
besserer Erfolg zu erhalten sei mittels eines vermehrten Ferment- 
zusatzes anstatt der Verlingerung der Verdauungszeit. 


Tabelle II. — Versuch II. 























Verdauung B (1) C 
A und B: 70 Stunden emma ; | 
ee jo N | % N °o N 
C: 46 . BN gelést gN geldst gN gelést 
Gesamt-N...] — — |4,9265 — |0,2852) — 
Monaminos.-N .j{ — — |2,3435 47,0 |0,1623) 56,9 
NHN ....] — | — |0,1190) 2,4 ]0,0083) 2,9 
Rest-N . . . | — | — | 2.4640) 50,0 10,1146) 40,1 
A B (2) 
Gesamt-N. . .|4,6812/ — 46410 “ 
| 
Monaminos.-N . | 1,9781) 42,2 |2,1811) 46,9 
ae er) 2,1 |0,1106 2,3 
Rest-N . . . . 42,6078) 55,7 | 2,3493) 50.6 











Tabelle II zeigt die Resultate der folgenden Experimente: 

Zwei Mischungen A und B wurden in der tiblichen Weise 
angesetzt; nach 24stiindiger Inkubation wurden noch 2,5 g 
Pankreatin zu B hinzugesetzt. Jetzt wurde eine dritte Probe C, 
bestehend aus 2,5 g Pankreatin, mit 10 cem 10°/oiger Na,CO, und 
einem Liter Chloroformwasser angesetzt. Die Digestion wurde 
noch 46 Stunden fortgesetzt. Die beiden Mischungen A und B 
wurden am Ende von 70 Stunden, die Mischung C am Ende 
von 46 Stunden in iiblicher Weise verarbeitet. 

Um die Wirkung des weiteren Fermentzusatzes festzu- 
stellen, mu8 man die fiir C gefundenen Werte von B subtra- 
hieren. (In der Tabelle B (1) sind die Werte angegeben, be- 
vor irgend eine Subtraktion gemacht worden ist.) 

In B (2) sind die Werte fiir C schon von B (1) subtrahiert 
worden. C stellt die Stickstoffverteilung in 2,5 g Pankreatin 
nach 46stiindiger Verdauung dar. In diesen Proben wurde der 
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neue Fibrinvorrat gebraucht. In Experiment I] wurde Pankreatin 
Rhenania fiir C und fiir die nachfolgenden Zusitze zu B ge- 
braucht. Der Gesamtstickstoff bleibt durch weiteren Ferment- 
zusatz beinahe unveridndert, mutmaBlich weil die Grenze der 
Umwandlung von unléslichem zu nicht koagulierbarem Stick- 
stoff in allen Proben schon erreicht ist. Der weitere Zusatz 
von Ferment hat eine merkliche absolute und prozentische Zu- 
nahme des Wertes fiir die Monaminosiéuren bewirkt. Dies ergibt 
sich auch fiir das Ammoniak, obwohl der Zuwachs klein ist. 
Dabei stellte sich die Frage ein, ob wir wirklich die giinstigste 
Quantitaét Alkali zugesetzt hatten. Diese Frage wurde in Teil Il 
untersucht. 

Ehe ich hierzu tibergehe, teile ich noch zwei mit Pan- 
kreatin allein angestellte Kontrollversuche mit. 




















Tabelle III. — Zwei Parallelversuche. 
Selbstverdauung von 5 g Pankreatin (Merck). 
Verdauung 70 Stunden g N */9 g N | % 
geléster N : gelister N 
Gesamt-N . . .] 0.5512 oi 05512 | — 
Monaminos.-N .] 0,3129 | 56,7 0,3108 | 56,4 
NH,-N ... .| 0,0154 2,7 0,0154 | 2,7 
Rest-N ....| 02229 | 404 | 0,2250 | 408 
Teil II. 


Jede Probe bestand aus 10 g Fibrin und 1 g Pankreatin. 
Wechselnde Quantitiéten einer 10°/oigen Na,CO,-Lésung oder 
einer kaltgesittigten L6sung von Na,CO, wurden in Experiment III 
und IV zugesetzt. Diese L6sungen waren mit Chloroformwasser 
anstatt einfachen destillierten Wassers gemacht, alle Mischungen 
wurden bis zum Volumen 300 ccm mit Chloroformwasser auf- 
gefillt. Am Ende der Digestion wurde die Fliissigkeit in den 
Versuchen I und II mit KH,PO, angesauert, in allen folgenden 
Experimenten mit Essigsiure. Die Mischungen wurden dann 
gekocht und eingedampft bis zu ungefahr 200 ccm. Nach Ab- 
kihlung wurden sie bis zu 250 cem erginzt. Dann wurden aliquote 
Teile des Filtrats fiir die folgenden Bestimmungen genommen: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV. 31 
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25 ccm fiir Gesamtstickstoff 
25 »  » Monaminostickstoff 
50 »  » Ammoniakstickstoff. 

In den 4stiindigen Proben wurden 50 cem fiir die Be- 
stimmung der Monaminoséuren genommen. 

Vom gesamten Stickstoff wurden doppelte Bestimmungen 
gemacht mit Ausnahme der Experimente V, VI, VII, VIII, IX 
und X. Doppelte Bestimmungen des Monaminosaurestickstoffs 
wurden stets gemacht. Doppelte Bestimmungen von Ammoniak- 
stickstoff wurden nur ab und zu gemacht (s. Tabelle IV—VIII 
auf folgenden Seiten). 

Man bekommt eine gute Vorstellung von dem, was vor- 
gegangen ist, durch Priifung der Verteilung des Stickstoffs in 
den einzelnen Experimenten. In erster Linie kann man sagen, 
daf in jedem Fall ein bestimmter Effekt bei der Anwesenheit 
des Alkalis zu bemerken ist. Dies ist besonders ausgeprégt 
in den kurzen Experimenten, welche leider in den Serien beinahe 
die letzten waren. Es wiirde méglicherweise lehrreicher ge- 
wesen sein, wenn der Hauptteil der Arbeit mit 23- oder 8 stiindiger 
Digestion anstatt 46 Stunden ausgefiihrt worden wire. 

Die Resultate von Versuch I und II (Tabelle IV) sind 
beziiglich des Einflusses des Alkalis auf die Trypsinverdauung 
nicht endgiiltig, da die Alkali-Prozentgehalte der verschiedenen 
Mischungen sehr nahe aneinander liegen. So habe ich in Ver- 
such III und IV eine ausgepragte schadliche Wirkung des Al- 
kalis hervorrufen wollen und deshalb habe ich grifere Mengen 
von Alkali gebraucht. 

Danach unterliegt es keinem Zweifel, daB mit einem Pro- 
zentgehalt von 3,5°/o Na,CO, die Lésung des Eiweifes gehemmt 
ist, wihrend der Protein-Abbau sehr stark vermindert ist. Man 
sieht schon, was in den spateren Versuchen festgestellt ist, 
daB der Abbau des Eiweifes durch Alkali weit mehr gestort 
wird wie die Lésung. 

Wie steht nun die Sache am Ende einer 4stiindigen 
Digestion? (Siehe z. B. XI. Tabelle VII.) Die Wirkung des 
Alkalis in der Beschleunigung der Umwandlung von unléslichem 
zu lislichem Stickstoff hat sich sehr auffallend gezeigt. In XI A. 
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Tabelle IV. 
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mannan — ed 
x Prozentgehalt des gelésten N 
Na,CO, zugesetzt | A | B | C | D| A | B | C | D 
in °%o 0,083 °/0|0,16 °Jo 0,33 °/o, 0,5 %Jo 10,083 %o 0,16 °/o 0,33 %o 0,5 %o 
Verdauung 70 Std. | | | | 
1. Gesamt-N 1, 5680. 15820 1,5855 1,5785} 9 — —|{;/~—j-— 
Monaminos.-N | 0,7266 0,7308  0,8085) 0,7896] 46,2 46,1 | 50,9 | 50 
NH,-N . . . .| 0,0418 | 0,0423 0.0430 0,0381] 2,6 | 26 | 2,7) 24 
Rest-N. . . .| 0,8001  0,8089 0,7340 0,7508} 51,0 | 51,1 | 46,2 | 47,3 
Vom Fibrin-N in Lé- penn eee re | 
sung gegangen °/o 97,1 98,0 | 98,2 | 97,8 
i cece i | | 
Na,C “ i 0,16 "/o 0,38 ®Jo 0,5 %o 0,66 %e} 0,16 %0 0,38 ®o| 0,5 %o 0,66 */ 
Verdauung 46 | Std. | | : | | sy | 
ll. Gesamt-N 1,5246 | 1,5498) 1,5652 11,5766 — | — j— | — 
Monaminos.-N | 0,6027 0,592) 0,5754 0,5901) 39,5 | 38,2 | 36,7 | 37,4 
NH,-N . 0,0336 0,0336 0,0339) 0,0273 38 | M4.) SA) 29 
 Rest-N. . 0,8883 | 0,9240, 0,9559 00,9590} 58,2 | 59,6 | 61,0 | 60,8 
Vom Fibrin-N in Lé- | | | 
sung gegangen °/o 94,4 | 96,0 | 96,9 | 97,6 | | | 
—_—o en 0%o | 3,5%o| 7%Jo 10,5 %of O% |3,5%o| 7% 10,5 
Verdauung 46 Std. me | ny | ee ms 
III. Gesamt-N 1,4945 | 14070) 1,2320| 1,0080} — | — | — — 
Monaminos.-N | 0, 6552 | 0, 3948 0,2373 0.2793] 43,8 | 28,0 | 19,2 | 27,7 
NH,-N. . 0,0266 | Oe 0.0381) 0.0382 1,7 | 24] 8 3,2 
_ Rest-N. . . . | 0,8127 0,972! 0,9566| 0,6955] 54,3 | 69,4 77,7 | 68,9 
Vom Fibrin-N in Li-|  , - ey ey re 
sung gegangen % | 925 | 87,1 | 76,3 | 62,4 | 
Na,GO, zugesetzt | go, 10.95 070) 1,7 %0 | 3,5 %o] 0 %o 085% 1,7 °jo 3 °/y 
in [9 s | 
-Verdauung 46 Std. | | | a 
IV. Gesamt-N 1,4700 | 1,5260 14630 1,316) — |; — |} — |} — 
Monaminos.-N | 0,6594. 06153 0,4 767| 0,3137] 44,8 40,3 | 32,5 | 23,8 
NH,-N . 0,029 | 0,0255) 0, 0360 00311] 1,7 | 16 | 24 | 23 
_ Rest-N. 0,7847 | 0,8852| 0,¢ 508 0.9712 53,3 | 58,0 | 64,9 | 73,8 
Vom Fibrin-N in Li- Srrs oors | | 
sae aes > | | She 90,6 815 | | 
N in 10 g Fibrin = 1,4826 g 
1 » Pankreatin = 0,1315 » 
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Tabelle V. 
Verdauung 46 Stunden. 































































































| A | Bi cl/ Des: F 
Na,CO, zugesetzt in °/o . | 0 °/o | 0,3 %o | 0,6 °/o | | 0,9 °/o | 1.2%} 1,7 %o 
¥: g Gesamt-N . “1,505 1,5540 1, 5400 1,5540) 1,5120; 1,4840 
» Monaminos.-N | 0,6636 0,650 0,6216 0,5943) 0,5313) 0,4707 
> NH,-N 0,0301) 00290} 0,0329 0,0350| 0,0318) 0,0336 
>» Rest-N 0,8078) 0,8660 0,8855) 0,9247/ 0,9489) 0,9800 
Vom 5 Lisung | 9, 96,2 | 95,4 | 96,2 | 93,6 | 91,9 
Pensenl- Monaminos.-N 4A 42.4 | 40.3 | 38,2 35,1 31,7 
ag NHN... ./ 20] 18] 21 | 22! 2,1 24 
gelésten N Rest-N. . . .| 53,7 | 55,7 | 57,5 | 59,5 | 62,7 | 66,0 
VI. g Gesamt-N. . . | 1,4980, 1,5120. 1,5400 “1,5120 1,4980| 1,4980 4) 
» Monoaminos.-N | : 0,6510, 0, 6741 0, 0, 6300 0 6048 0,5376, 0,4914 
» NHN... -| 0.0987 0,0266, 0,0273 0.0343; 0.0371 0,0378 
> Rest-N . . | 0,8183) 0,8113, 0,827) 0,8729 0,923) 0,9688 
Vom Fibrin-N in ‘Lisung | 92.8 | 93,6 | 95,4 | 93,6 | 92.8 7” 
gegangen “lo | = ” ei 
> Smeal | 43,4 | 44,5 | 40,9 | 40 | 358 | 328 
genalt NH,-N 19 | 147] 17 / 22!) 24] 25 
gelésten N_ Rest-N | 54,6 | 53,6 | 57,3 | 57,7 | 61,6 64,6 
| | _ 
VII. g Gesamt-N . . 1.4980 1,5330 1,5400) 1,5470) 1,5330, 1,5120 
>» Monaminos.-N | 0,6447 0,6678 0,6195) 0,5838 0,5283' 0,4578 
» NH,-N 0,032 0,0287 0,032) 0,0357 0,0353) 0,0381 
> Rest-N 0,821 0,8365, 0,883) 0,9275 0,9694) 1,016 
Vom Fibrin-N in Lisung | 928 | 949 | 95,4 | 95,8 | 949 | 93,6 
-gegangen Jo | d 
‘Reema Monaminos.-N | 43,0 | 43,5 | 40,2 | 37,7 | 34,4 30,2 
gehalt NHN | 211 18] 20] 23} 23] 26 
gelisten N Rest-N . 54,8 | 64,5 | 57,6 | 59,9 | 63,2 67,1 
N in 10 ¢ Fibrin — 1,4826 g 


» » 





1 » Pankreatin = 0,1315 >» 


‘) Gesamt-N-Bestimmung verloren. Berechnet von F V und F VII. 
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Tabelle VI. 
a  ) 






















































































eN —, 
alefilec|]poialsl[c|{p. 
Na,CO, zugesetzt in °%o 0 %/o | 0,3 % | 0,6 %o | 0,9 %/o] 0 %o 10,3 Jo 0,6 %/00,9 %o 
Verdauung 14 Tage | | | 
VIII. Gesamt-N . . . | 1,5330) 1,5610) 1,5750) 1,5610) — be oo 
Monaminos.-N . | 0,7938! 0,7938) 0,7547) 0,7140] 51,7 50,8 47,9 | 45,7 
NH,-N 0,0602) 0,0563, 0,0602) 0,0609} 3,9 | 3,5 | 3,8 | 3,9 
Rest-N satin ciel 0,7604) 0,7861] 44,2 | 45,5 | 48,2 50 3 
Yom Pie i Lane 949 | 96,7 | 97,6 | 96,7 | | 
Verdauung 28 Tage | | 
IX. Gesamt-N . . . | 11,5330) 1,5540) 1,5400) 1,5260) — _ — — 
Monaminos.-N . | 0,7980! 0,8064; 0,7728 0,7140] 52,0 | 51,8 | 50,1 | 46,7 
NH,-N 0,0721, 0,0658! 0,0651/ 0,0689] 4,6 | 4,2 | 4,2 | 4,5 
Rest-N 0,629) 0,6818' 0.7021] 0.7481 43,2 | 43,8 | 45,5 | 48,6 
ae Fibrin-N a Tenens | | 
gegangen Jo 949 | 96,4 | 95,7 | 94,6 
X. Gesamt-N. . 1.5260! 1,5470 15400 1,5260] — | ao, cee ee 
Monaminos.-N .|0 eae 0,8022) 0,7539) 0,7161] 50,9 | 51,8 | 48,9 | 46,9 
NH,-N 0,0710) 0,0668 0,0686, 0,0703] 4,6 | 4,3) 44) 4,6 
Rest-N 0,6770) 0,6780) 0,7175 0,7396] 44,3 | 43,8 46,5 | 48,4 
Vom Fibrin-N in Lésung 9461 9591 954 | 94.6 | 
gegangen °/o . , | | 











N in 10 g Fibrin = 
1 » Pankreatin 


>» 2 


1,4826 g 
0,1315 » 
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iene VII. 





N Prozentgehalt des _ 
5 + gelésten N 





alsBifictlopdalsieci|{p. 
Na,CO, zugesetzt in %o .] 0%o |0,6% | 1,2%o | 1,8%0} 0% 0.6 *o 1,2 %0 18% 








| 




















Verdauung 4 Stunden | | | | | 
XL. Gesamt-N . . .]0,5579 1,0143 1,1976) — | — | — | — | — 
Monaminos.-N . 0,1942 0,3423 0.3360 — 1348 (33,7 28,0 | — 
NH,-N . . « «| 0,0105 0,0140, 0,0171) — 18 | 13) 14) — 
—__ Rest-N_. . . . 10,3532! 0,6580 08445 — | 63,3 | 64,8 | 70,5  — 
Vom Fibrin-N in Lésung 34.5 | 62,8 | 742) — | 
gegangen °/o | 
XI. Gesamt-N . . . | 0,6041) 1,1179) 1,2306| 1,2292} — | — | — | — 
Monaminos.-N . | 0,1806, 0,2950 0.26851 0.2415 29.8 | 26,3 | 21,4 | 19,6 
NHN... .[0,0098 0,0192| 0,0182| 0,0175 16 | 1,7 | 14] 1,4 
Rest-N . . . . | 0,4137 o.g0s7| 0.9489 0.9702] 68,4 71,8 | 77,1 | 78,9 | 
Vom Fibrin-N in Leoung 37 4 | 69,3 | 76,2 | 76,2 
gegangen “/o | 
Verdauung 4°/6Stunden | | 
XIII. Gesamt-N . . . 40,7035 1,2188 1,3461) —- — |< — | a 
Monaminos.-N . | 0,2268 0,318) 0,2709 — |322 272 201) — 
NH,-N . . . .|.0,0098 0,01383 000% — | 13) 10) 06 — 
Rest-N . . . . |0,4669 0,8737 11.0658, _— | 66,2 | 71,6 | 79,1 | — 








om Fibrin-N in Lésung cai t unin 4 
Vom F 2 sung! 436) 75,5 | 834) — | 
gegangen °/o | | | 





Verdauung 8 Stunden | | | 





XIV. Gesamt-N . . . | 1,0444/ 1,3230 14035) — | — | — | — | — 
Monaminos.-N . | 0,3496 0,4473 04168, — [83,4 | 33,8 | 29,6 | — 
NH,-N . . . .|0,0133) 0,0161 0,0199) — | 1,2) 12/ 14] — 
Rest-N .... 0,6815) 0,8596 he cat — |608,2 | 64,9 | 68,8 | — 





Vom Fibrin-N in Lésung 64.7 82,0, 87,0 | — | 
gegangen °/o 

XV. Gesamt-N . . . | 1,0283 1,2936 eee ree me ey Bee Pe 
Monamino-N . . | 0,3486 0, 4315 0,4074  0,3601] 33,8 33,3 | 29,5 | 26,6 

NH,-N . . . . 10,0168 0,0189 0,0203, 0,0217] 1,6) 14] 14) 1,6 


Rest-N . . . . | 0,6629 0,8432 0,9492, 0,9692 64,4 | 65,9 | 68,9 | 71,7 





























Vom Fibrin-N in Lisung 63,7 | 80,1 | 85,3 | 83,7 | 
gegangen °/o | | 
N in 10 g Fibrin = 1,4826 g 


>» » 1 » Pankreatin = 0,1315 » 
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Tabelle VIII. 











Td 
Verdauung 23 Stunden g N ae 
A; B/c{al|sBs]ec 
Na,CO, zugesetzt in jo. . . "9 | 0,6 %/o | 1,2 %o} O%o | 0,6 %o 11,2 %o 
XVI. Gesamt-N . . .|1,4770) 1,5440/ 1,5540) — | — | — 
Monaminos.-N . 0,6342, 0,6413 0,5481] 42,9 | 44,6 | 35,2 
NHN .... 0,0220 0,0252/0,0294 1,4 | 1,6 | 1,8 
ss «Rest . ws 0,8208) 0.8775, 0,976 55,5 | 56,8 | 62,8 
Vom ‘Fibrin-N in Lisung 91.6 | - - | | 
gegangen %o 6 95,1 | 96,4 | | 
XVII. Gesamt-N . . . | 1,4420| 1,5288/1,6316) — | — | — 
Monaminos.-N . | 0,6279 0,6489 0,554] 43,5 | 424 | 36,1 
NH,N .... 0,0252 0,0273 0,032) 1,7 | 1,7 | 2,1 
—___ Rest-N. . . «| 0,7889) 0,8526 0.9450] 54,7 | 55,7 | 61,6 
Vom Fibrin N in Losung 89.4 | 94.7 | 949 | | 
gegangen °/o ’ | ’ | ’ | 





N in 10 g Fibrin = 1,4826 
>» » | » Pankreatin = 0,1315 


¥ a 


sind nur 34,5°/o, in B dagegen 62,8°/0 und in C 74,2°/o des 
Gesamtstickstoffs aufgelist worden. Mit anderen Worten: in 
einer Mischung, welche 1,2°/o Na,CO, enthiilt, ist zweimal so viel 
Fibrin in Lisung gegangen, als in einer Mischung ohne Alkali. 

Der Monaminosaurestickstoff ist auch viel grifer in beiden 
Proben, die Alkali enthalten; dies riihrt aber nicht von einer 
beschleunigenden Wirkung des Alkalis her, denn der Prozent- 
satz ist sicher weniger in C. und etwas weniger in B. Die 
Quantitiit der gebildeten Monaminosiuren hiingt von der Quan- 
titat des in Lisung gegangenen Eiweifes ab, und deshalb ist 
sie natiirlich gréfer in B und C als in A. Die totale und 
prozentische Quantitét Ammoniak ist klein in allen Proben. 
Reststickstoff ist am gr6Bten in C, wo er bis 70°/o des ge- 
samten gelisten Stickstoffs betriagt. 

Nach 8 Stunden sind die Differenzen in der Quantitit 
des gelisten Stickstoffs in A, B und C nicht mehr so deutlich. 
In XIV, A 64,7°/o, in B 81,9°/o, in C 86,9°/o des gesamten 
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Stickstoffs. Es ist nicht mehr ein so auffallender Unterschied 
in der Quantitiét der Monaminoséuren in den drei Proben; die 
Prozentverhiltnisse sind beinahe dieselben wie in der 4 stiindigen 
Digestion. Die absolute Quantitét des Ammoniaks ist in allen 
Proben ein wenig gréfer als bei der 4stiindigen Digestion. 
Reststickstoff zeigt dasselbe Verhiltnis als in den 4stiindigen 
Digestionen. 

Nach 23 Stunden (Tabelle VIII) hat die Quantitaét des lés- 
lichen Stickstoffs ihr Maximum (ca. 96°/o) in B und C und 
beinahe in A erreicht. Diese sehr schnelle Umwandlung von 
unlislichem Eiweif zu nicht koagulierbaren Stickstoffsubstanzen 
war nicht erwartet. Der Monaminosdurewert zeigt in allen 
Proben auch betrachtlichen Zuwachs, aber jetzt ist die Quantitat 
kleiner in C als in A. Die Prozentsatz-Zahlen zeigen dasselbe 
Verhiiltnis wie bei der 4- und 8 stiindigen Digestion. Die Prozent- 
siitze haben sich aber tatsachlich vermehrt, z. B. in XVI, A 
42,.9°/o in Vergleich mit 33,4°/o in XIV A nach 8stiindiger 
Digestion. 

Das Ammoniak zeigt eine absolute und prozentische Zu- 
nahme. Der Prozentgehalt an Ammoniak zeigt mit zunehmendem 
Alkali eine Neigung zur Vermehrung. Der Reststickstoff zeigt 
dasselbe Prozentverhiiltnis wie bei den anderen Mischungen. 

Nach 46 Stunden (siehe III, IV, V, VI, VII, Tabelle IV 
und V) hat der gesamte ldsliche Stickstoff in A, d. h. Probe 
ohne Alkali, sein Maximum kaum erreicht; er wechselt zwischen 
92.8°/o und 93°/o des gesamten Stickstoffs. Sogar auch nach 
14 und 28 Tagen Digestion (Tabelle VI) betragt er nur 94,9 °/o, 
d. h. es erreicht niemals das Maximum der Alkaliproben B 
und C, 96,7°/o—97,6 °/o. 

Nach 46 Stunden zeigt die Monaminofraktion eine sehr 
geringe absolute und prozentische Zunahme, verglichen -mit 
der 23stiindigen Digestion. 

Nach 14 Tagen ist die absolute Zunahme eine sehr be- 
triichtliche und der Prozentsatz ist bis 51,7°/o in VIII, A und 
50,8 °/o in B gestiegen. 

Ein Vergleich der gesamten und prozentischen Werte 
des Monaminosiiurestickstoffs nach 14 resp. 28 Tagen zeigt, 








¢ 
a 
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daB die Unterschiede so gering sind, daf} sie innerhalb der 
Versuchsfehler liegen kénnen. Nach 46 Stunden zeigt das 
Ammoniak eine geringe, absolute und prozentische Zunahme, 
die letztere wechselt von 1,7°/o bis 2,5°/o. Nach 14 Tagen ist 
der Ammoniakzuwachs betrachtlich, er wechselt jetzt zwischen 
3,5°/o und 3,9°/o. Im Gegensatz zu der Monaminofraktion 
zeigt das Ammoniak eine bestimmte weitere Zunahme nach 
14 Tagen, der Prozentsatz wechselt von 4,2°/o zu 4,6°/o. 

Nach 28 Tagen betragt der Reststickstoff zwischen 43,2 °/o 
und 48,6°/o und ist am kleinsten in A und B. Folgende Tat- 
sachen méchte ich als aus den Versuchen sich ergebend be- 
sonders hervorheben: 

Der Stickstoff des Fibrins ist nicht vollstindig in eine 
nicht koagulierbare Form umgewandelt, es ergibt sich immer 
ein bemerkbares Priizipitat beim Erhitzen, welches auf dem 
Filter zuriickbleibt. 

Die Lésung des Fibrins erreicht in Gegenwart von 0,6°/ 
bis 1,2°/o Alkali sehr schnell ihr Maximum; nach 23 Stunden 
ist es ungefihr 96,0°/o in den Alkaliproben von XVI und XVII. 
Es ist kein bemerkenswerter Unterschied nach 14- und 28 tagiger 
Digestion. Die Biuretreaktion ist auch nach 28 Tagen Digerieren 
noch sehr ausgepragt. 

Die Bildung der Monaminosaure findet hauptsachlich in 
den ersten 23 Stunden statt. Es ist keine bemerkenswerte 
Verinderung in der absoluten und prozentischen Quantitit 
zwischen dem 14. und 28. Tage vorhanden. 

Das Ammoniak erreicht nicht so schnell sein Maximum 
wie die Monaminoséure-Fraktion; es gibt eine bestimmte 
absolute und prozentische Zunahme zwischen dem 14. und 
28. Tage. 

Die Anwesenheit des Na,CO, beschleunigt bedeutend die 
Umwandlung von unléslichem zu léslichem Stickstoff und seine 
Wirkung vermehri sich bis zu 1,2°/o. Hohere Prozentsitze mit 
Ausnahme von XII und XV wurden nicht untersucht, weil, 
wie man aus Experiment VI ersehen kann, von der Anwesen- 
heit von 1,7°/o ein schadlicher Erfolg zu erwarten war. Diese 
Erwartung war nur teilweise berechtigt, denn in der 1,8°/o 
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Na,CO, enthaltenden Probe D der Versuche XII und XV war 
die Quantitaét des in LOsung gegangenen Stickstoffs fast ganz 
gleich. In den ersten 8 Stunden verursacht die Anwesenheit 
des Na,CO, eine schnellere Biidung des Monaminosidurestick- 
stoffs und die Wirkung vermehrt sich bis zu 0,6 °/o. Ein Pro- 
zentsatz von 1,2°/o ist nicht so giinstig als der von 0,6°/o. 

Beim Schitzen der Wirkung des Alkalis auf die Mon- 
aminosiurebildung mu man in Betracht ziehen, dab es tat- 
siichlich zwei verschiedene Perioden in diesen Versuchen gibt. 
In der ersten Periode, welche mit den ersten 23 Stunden 
iibereinstimmt, ist noch nicht die ganze Quantitaét Stickstoff 
in Losung. In der zweiten Periode, d. h. nach 23 Stunden, 
ist fast der gesamte Stickstoff aufgelist. Um die Wirkung des 
Alkalis auf die Monaminosaurebildung zu beurteilen, muf man 
daher die Prozentsatzzahlen ansehen. In den ersten 23 Stunden 
gibt es keinen merklichen Unterschied zwischen den Prozent- 
satzzahlen in A und B, d.h. zwischen O und 0,6°/o0 Na,COs, 
obgleich der Prozentsatz in den B.-Proben, die 0,6°/o enthalten, 
immer ein weunig niedriger ist als in den A-Proben, die kein 
Alkali enthalten. Bei 1,2°/o ist der Prozentgehalt entschieden 
niedriger als in jeder von den anderen Proben. 

Nach 46 Stunden und bis zum Ende von 28 Tagen ist 
der absolute und Prozentgehalt der Monaminosiuren immer 
kleiner, wenn die Quantitit Na,CO, bis zu 0,6 °/o reicht. Zwischen 
Q und 0,3°/o zeigt sich kein bestimmter Unterschied. In der 
Wirkung des Alkalis auf die Trypsinverdauung miissen wir 
deshalb zwischen Proteolyse und Proteinabbau unterscheiden. 
Die erstere wird zu einem hdheren Grade durch Alkali be- 
fordert. Es ist fraglich, ob wir berechtigt sind, anzunehmen, 
daB Alkali einen giinstigen EinfluB auf den Proteinabbau bewirkt ; 
die vermehrte Quantitét des Monaminosiurestickstoffs in~den 
alkalischen Mischungen nach 4 resp. 8 Stunden kann vielmehr 
sehr wohl davon abhiingig sein, daB die Quantitaét des geloésten 
Stickstoffs gréfBer ist. 

Es fragt sich, ob wir es nicht mit zwei Fermenten zu 
tun haben, nimlich Trypsin und Erepsin bezw. einem nach 
Art des Erepsins wirkenden. 
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Bayliss und Starling!) fanden im Jahre 1904, daB der 
Bauchspeichel von Hunden Trypsinogen und ein schwachwir- 
kendes, dem Erepsin ahnliches Enzym enthilt. In demselben 
Jahr untersuchte Vernon?) die peptonspaltende Kraft pankrea- 
tischer Extrakte und kam zu dem Resultat, dai der gréfere 
Teil der Peptonspaltung einem im Pankreas vorhandenen erep- 
tischen Ferment zuzuschreiben sei, das von dem Trypsin voll- 
stindig verschieden sei. Er fand, daf, wenn man Pankreas- 
extrakt mit 0,4°/o Na,CO, bei 38° C. halt, das Trypsin viel 
schneller als Erepsin wihrend der ersten 9 Stunden vernichtet 
wird. Die Wirkung von pankreatischem Erepsin wurde durch 
Vermehrung des Alkalis bis 0,4°/o zu 1,2°/o Na,CO, beschleunigt. 
Er fand, dab, obgleich die Anfangsschnelligkeit der Pepton- 
spaltung durch pankreatischen Extrakt 14 mal schneiler in 1,2°/o 
Na,CO, als in Wasser, die Quantitiét der Peptonzerlegung, was 
fiir eine Alkalisierung man auch anwendet, fast dieselbe blieb 
und nur von der Quantitaét des anwesenden Ferments abhiingig 
zu sein scheint. 

Auch Schaeffer und Terroine*) behaupten, dafi der 
Bauchspeichel von Hunden zwei Proteasen enthialt, eine Erep- 
tase und ein Protrypsin. Beim Dialysieren gegen destilliertes 
Wasser (im Gegensatz zu Kochsalzlésung) ging das protryp- 
tische Ferment verloren. Glaesner und Stauber‘) unter- 
scheiden zwischen ereptischer und tryptischer Wirksamkeit des 
Bauchspeichels auf Grund der Tatsache, dali Serum tryptische, 
aber nicht ereptische Wirksamkeit hemmt. 

Kar] Mays *)nimmtinpankreatischerWirksamkeit mehrere 
Phasen an (und ist mit Vernons Ansichten tber zwei ver- 
schiedene Fermente, Trypsin und Erepsin, nicht einverstanden), 
1. eine auflésende, 2. eine peptonisierende, 3. eine, die auf 
Hemipepton wirkt, 4. eine, die auf Antipepton wirkt. 

Wieviel des Proteinabbaus einer solchen Ereptase und 


1) Journ. Physiol., Bd. 30, 1904, S. 60. 

*) Journ. Physiol., Bd. 30, 1904, S. 330. 

*) Journ. de Physiol. et de Path. génér., Bd. 12, 1910, 5. 884, 905. 
*) Bioch. Zeitschr., Bd. 25, 1910, S. 204. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 49, 1906, S. 124. 
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wieviel dem Trypsin selbst zuzuschreiben ist, ist eine offene 
Frage. In dieser Beziehung méchte ich darauf hinweisen, daB 
bei der Autolyse!) Alkali gleichfalls vermindernd auf die pro- 
zentische Quantitaét der Monaminosduren einwirkt und _ ver- 
mehrend auf den Ammoniakgehalt. In derselben Richtung liegt 
die Beobachtung von Weinland,?) daf die peptonzerlegende 
Wirkung des Darmerepsins durch Alkalizusatz behindert wird. 


Der EinfluB des Alkalis auf tryptische Verdauung. 


Wie von Walters) in einer ausfiihrlichen Arbeit gezeigt 
ist, sind die Meinungen itiber die Optimumkonzentration fiir 
Alkali bei der Trypsinverdauung auffallend verschieden. 

Hammarsten*) sagt, dafi Trypsin am besten wirkt in 
3—4 p. M. Na,COsg. 

Walters bezieht sich auf Heidenhain,®) welcher fand, 
dafi die Wirkung bestimmter Prozentsiditze von Na,CO, im Ver- 
hiltnis zu der Quantitét des Ferments wechselt; fiir méaBige 
Konzentrationen fand er, daf das Optimum zwischen 0,9 bis 
1,2°/o Na,CO, war. Dieses Optimum scheint viel héher zu 
sein als jenes irgend eines anderen Forschers, es stimmt aber 
ziemlich genau mit der Optimumwirksamkeit des Trypsins in 
einigen meiner Experimente iiberein. 

Chittenden und Cummins®) meinen, da’ 0,2°/oiges 
Na,CO, die Verdauung des Fibrins beschleunigt, von 0,2°/o bis 
0,5°/o wurde die Wirksamkeit des Ferments erheblich verzégert. 

Kudo7) hat die befordernde Wirkung des Alkalis niemals 
bestatigen kénnen; 0,09°;oiges Na,CO, hatte eine geringe und 
0,204°/oiges einen bedeutenden hemmenden EinfluB. 

Vernon’) zeigte, daB 0,05°/o Na,CO, der Grad der 
Alkalitat ist, bei welcher gequollenes Fibrin durch Bauchspeichel 


. 


') Bostock, Bioch. Journ., Bd. 6, 1912, S. 388. 

*) Zeitschr. f. Biol., Bd. 45, 1904, S. 292. 

$) Journ. of Biol. Chem., Bd. 15, 1912, S. 111. 

*) Lehrbuch f. Physiol. Chem., 7. Auflage, 1910, S. 478. 

5) Pfliigers Arch., Bd. X, 1875, S. 557; zit. nach Walters. 
6) Amer. Chem. Journ., Bd. 7, 1885, S. 36; zit. nach Walters. 
7) Bioch. Zeitschr., Bd. 15, 1909, S. 471. 

8) Journ. Physiol., Bd. 28, 1902, S. 375. 
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am besten verdaut wird. Gekochtes Fibrin wird am schnellsten 
mit 0,8°,o und zweimal so schnell wie mit 0,05°/o verdaut. 

Die jiingste Arbeit, welche von dem Erfolg des Alkalis 
auf tryptische Verdauung handelt, ist ausgefiihrt worden mit 
dem Zweck der Feststellung der giinstigsten Konzentration von 
Wasserstoff- oder Hydroxylionen, weil, wie jetzt wohl bekannt 
ist, die Kraft einer Saéure oder eines Alkalis von dem Grad 
seiner Dissoziation abhangt. Michaelis und Davidsohn!) z. B. 
stellen die giinstigste Konzentration als [H| = 2,1-10-*. 

EKinige dieser Beobachter weisen darauf hin, dafi bei der 
tryptischen Verdauung des Proteins die Konzentration der 
H-Ionen sich beim Fortschreiten der Verdauung vermehrt. Man 
kann dieses direkt feststellen. Zum Beispiel waren in meinen 
Versuchen die 0,3°/o Na,CO, enthaltenden Mischungen vor der 
Digestion phenolphthaleinalkalisch, nach der Digestion da- 
gegen nicht. 

Beinahe alle Beobachter sind darin einverstanden, daf 
Alkali auf Trypsin selbst schidlich wirkt. Bayliss und Star- 
ling?) meinen, dafi Trypsin auberordentlich leicht zersetzbar 
ist und sehr schnell vernichtet wird, besonders in alkalischen 
Medien und bei Kérpertemperatur. Diese Autovernichtung wird 
durch die Anwesenheit von aufgeléstem Protein oder Pepton 
sehr verzogert. 

Bei der Beurteilung des Alkalieinflusses in meinen Ver- 
suchen darf nicht itibersehen werden, daB die schiidliche Wirkung 
des Alkalis auf das Ferment selbst um so grofer ist, je héher 
die Konzentration des Alkalis. In Einklang damit stehen die 
Versuche III und IV (Tabelle IV). Eine bestimmte Zahl fiir die 
Optimumkonzentration des Alkalis léBt sich nicht angeben, da 
dieselbe von verschiedenen Faktoren u. a. nach Palitsch und 
Wahlbaum!) von der Temperatur beeinfluBt wird. 

Wenn man von einem Alkalioptimum spricht, ist es sehr 
wichtig zu wissen, welchen Begriff man damit verbindet. Wenn 
man die Wirkung des Trypsins nach der proteinlisenden Kraft 





‘) Bioch. Zeitschr., Bd. 36, 1911, S. 280. 
*) Journ. of Physiol., Bd. 30, 1904, S. 60. 
*) Bioch. Zeitschr., 47, 1912, S. 1. 
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bemift, so wird das Optimum verhialtnismaBig hoch sein, z B. 
in meinen Versuchen ist es ungefiihr 1,2—1,8°/o Na,CO,. Die 
Optimumkonzentration erstreckt sich tiber eine ziemlich breite 
Zone. Diese Tatsache erinnert an diejenigen, die Michaelis 
und Davidsohn!') in Beziehung auf Invertin gefunden haben, 
namlich dafi die Optimum-Acidititszone breit ist. 

Anderseits, wenn man die Wirkung des Trypsins nach 
dem Abbau zu Monaminosaéuren beurteilt, wird das Optimum, 
wenn es tberhaupt vorhanden ist, sehr gering sein. Ich habe 
keinen Beweis fiir eine vermehrte Bildung von Monaminosauren 
durch Alkalizufuhr gefunden. Fiir diesen Zweck, d. h. den 
Optimumgrad von Alkalinitat ftir den Proteinabbau festzustellen, 
habe ich nicht die beste Methode gewahlt; das Substrat hatte 
loslich sein sollen. 

Michaelis und Davidsohn®) zeigen, dafi Trypsin ein amphoterer 
Elektrolyt ist und daf$ nur die Anionen proteolytisch wirksam sind. Sie 


haben eine Liésung von Pepton als Substrat gebraucht und dann haben 
sie die Menge von formoltitrierbarem Stickstoff untersucht. Danach ist 


das Optimum fiir den Proteinabbau [H] = 2,10-* 

Der Zweck meiner Arbeit war urspriinglich, die Stickstoffverteilung 
in der tryptischen Verdauung von Fibrin zu studieren. Es wird inter- 
essant sein zu sehen, inwieweit meine Resultate mit den von anderen 
Autoren beobachteten Tatsachen tibereinstimmen. 

Fr. Simon’) hat die Bildung von Ammoniak bei tryptischer Ver- 
dauung mit derjenigen bei Autolyse verglichen, um zu sehen, ob sich 
vielleicht auch in dieser Hinsicht Unterschiede zwischen Trypsin und den 
autolytischen Fermenten ergaben. In seinem einzigen Versuch tber die 
tryptische Verdauung von frischem Fibrin fand er am Ende von 48 Stunden, 
dafi der Ammoniakstickstoff ca. 1,9°/o des gelésten Stickstoffs betrug. 
Bei meinen Versuchen nach 46 Stunden Verdauung habe ich beinahe 
dasselbe Verhiltnis gefunden. Am Ende von 12 Tagen hat Fr. Simon 
einen Prozentgehalt von Ammoniak von 6,7°/o des total léslichen Stick- 
stoffs gefunden. Dieser Wert ist etwas héher als derjenige meiner-Ver- 
suche, wo am Ende von 4 Wochen der Prozentgehalt zwischen 4 und 5 
war. Die Hauptsache. die von Simon betont ist, naémlich daft mit der 
Zeit in der tryptischen Verdauung von Fibrin eine regelmafige Steigerung 
der Bildung von Ammoniak stattfindet, kann ich vollkommen bestatigen. 


') Bioch. Zeitschr., Bd. 35, 1911, S. 386. 
*) Bioch. Zeitschr., Bd. 36, 1911, S. 280. 
') Diese Zeitschrift, Bd. 70, 1910, S. 65. 
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Henriques und Gjaldbaek') haben umfangreiche Studien iiber 
die tryptische und peptische Verdauung von verschiedenen Proteinen ge- 
macht. Sie haben den Prozentsatz (d. h. total léslicher Stickstoff = 100) 
yon Monaminoséuren und Ammoniak untersucht, die nach bestimmten 
Zeiten von verschiedenen Proteinen gebildet sind (Eieralbumin, Casein, 
Edestin, usw.). Fibrin haben sie nicht untersucht. Sie fanden, daf so- 
wohl die Monaminosiurenbildung als auch die Ammoniakbildung aufer 
von der Zeit auch von der Natur des untersuchten Eiweifkérpers abhingt. 

White und Thomas?) fanden in einem kurzen Studium iiber die 
tryptische Verdauung von dem Fleisch des Fisches Cynoscion Regalis, 
dafi sehr niedrige Spaltungsprodukte gebildet werden, sobald das Protein 
sich list. . 

E. Fischer und Abderhalden’) haben einen Kern in dem Pro- 
teinmolekiil gefunden, der die ganze Menge von a-Pyrrolidincarbonsiiure 
und Phenylalanin enthalt, und der sehr widerstandsfihig gegen tryptische 
Verdauung war im Gegensatz zur Saéure- und Alkalihydrolyse. 

Brown und Miller‘) haben gezeigt, dafi der Tyrosin enthaltende 
Kern des Proteins am Anfang der Verdauung abgespalten wird. 

Abderhalden') hat diese Tatsache in seinem Handbuch betont, 
und im Gegensatz zu dem Tyrosin, das fast quantitativ bei Trypsinver- 
dauung frei wird, werden die anderen Aminosdéuren nur nach und nach 
frei. Es sei erwahnt, daf’ sich am Ende von 23 Stunden in meinen Ver- 
suchen ein reichlicher sandartiger Satz von Tyrosin ausschied. 

Vernon®) zitiert eine Arbeit von Abderhalden und Prym, nach 
welchen die Biuretreaktion nach 4 Tagen Autolyse verschwunden ist, 
obwohl zu dieser Zeit nur wenig Protein zur Aminosiure hydrolysiert 
war. In Beziehung auf diese und die anderen Tatsachen, dafs bei tryp- 
tischer Verdauung die Biuretrektion sehr anhaltend ist, zieht Vernon 
den Schluf, daf§ Trypsin nicht fahig ist, so vollkommen wie autolytische 
Fermente zu verdauen. Ebenso hat Siegfried*) konstatiert, dafs auch 
bei sehr langer, 20 Tage ausgedehnter Trypsinverdauung von Casein 
eine Biuretreaktion gebende Substanz bestehen blieb. 


Diese Tatsache kann man kurz zusammenfassen: Protein- 
abbau bei der tryptischen Verdauung ist verschieden von pep- 
tischer Verdauung, Autolyse und Saurehydrolyse, indem das Bild 
der Stickstoffverteilung am Ende der Verdauung verschieden ist. 


") Diese Zeitschrift, Bd. 75, 1911, S. 363. 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 13, 1912, S. 111. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 39, 1903, S. 81. 

*) Proceed. Chem. Soc., Bd 26, S. 286; zit. nach Maly. 
*) Lehrbuch cer Physiol. Chem., 1906, S. 180 usw. 

*) Ergeb. der Physiol., Bd. 9, 1910, S. 157 usw. 

*) Pfiigers Arch., Bd. 136, 1910, S. 185. 
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Die Permanenz der Biuretreaktion sowie das anhaltende 
Vorhandensein von Pepton zusammen mit dem schnellen Frei- 
werden des Tyrosins begiinstigen die Hypothese, daB das Protein- 
molekiil zwei Gruppen enthiélt, wovon die eine sehr leicht und 
die andere sehr schwer von Trypsin angegriffen wird. Damit 
stimmt tiberein, daf ein groBber Prozentgehalt von Aminosiuren- 
stickstoff am Ende von 23 Stunden vorhanden ist, wahrend bei 
lingerer Digestion die weitere Zunahme desselben verhiltnis- 


maBig gering ist. 

In meinen Versuchen habe ich mich nicht mit der Kinetik der 
tryptischen Verdauung beschfaftigt. 

Euler') hat betont, dafi im allgemeinen die Regel gilt, dafi eine 
gleiche Menge von Eiweifi verdaut wird, wenn man die Enzymmenge 
umgekehrt mit der Zeit variiert. Unter anderen haben Hedin, *) Bayliss,?) 
Henri und Larguier des Bancels‘*) sowie Palladin®) tiber diese 
Frage Untersuchungen gemacht. Palladin meint, dafs dasselbe Ferment- 
gesetz fiir Trypsin ebensogut wie fiir Pepsin gilt, wenn das Substrat lés- 
lich ist, d. i. es gibt ein direktes Verhaltnis zwischen der Menge von 
Ferment und der Menge von Protein, die angegriffen ist. In den tiblichen 
Verdauungsmischungen, die festes Protein enthalten, ist die Sache anders, 

Hedin®) zeigte, dafs das Vorhandensein von bestimmten Hemmungs- 
kérpern das Gesetz 6fters von Grund aus stért, und meint, daf, wenn das 
Gesetz nicht zu beobachten ist, die Erklirung vielleicht darin liegt, dah 
Hemmungskérper vorhanden sind. Serumalbumin ist ein solcher Hem- 
mungskoérper. In Beziehung auf die Hemmung von Verdauung durch die 
Anhiiufung von Endprodukten hat Bayliss gefunden, daf mit der Zeit 
die fiir die monomolekulare Reaktion giiltige Konstante stark abnimmt. 

Walters’) dagegen meint, dafi Bayliss diesen verzégernden 
Einflu& der Endprodukte zu hoch geschatzt hat. 


Protokolle des zweiten Teils. 


I. Verdauung 70 Stunden. Verschiedene Mengen von Na,CO, zuge- 
setzt, um die folgenden Prozentgehalte zu erhalten. 

') Ergeb. der Physiol., Bd. 9, 1910, S. 288 usw. . 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 57, 1908, S. 468; Bd. 64, 1910, S. 82. 

*) Arch. des Sciences Biol., II. Supp., Petersburg 1904; zit. nach 
Euler. 

‘) Compt. Rend., Bd. 136, 1902, S, 1581. 

‘) Pfiigers Archiv, Bd. 134, 1910, S.337. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, 1910, S. 82. 

7) Journ. of Biol. Chem., Bd. 12, 1912, S. 43. 
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A. 0,08 °/o 
B. 0,16 °/0 
C. 0,3°/o 
D. 0,5°/o 
97—98°/o des totalen Stickstoffs war in jedem Fall gelést und des- 
halb wurde in den folgenden Versuchen die Zeitdauer bis auf 46 Stunden 
reduziert, um den Einfluf§ von Alkali auf die Totalmenge des in dieser 
Zeitdauer gelésten Stickstoffs zu sehen. 
II. Verdauung 46 Stunden. Prozentgehalt von Na,CO, in den ver- 
schiedenen Proben. 
A. 0,16 °/o 
B. 0,33 %/o 
C. 0,5 °/o 
D. 0,66 °/o 
Die Resultate haben die Neigung der Monaminosdurenfraktion, in 
C und D gréfer zu werden, als in A und B, nicht festgestellt, und so habe 
ich die Menge von Alkali in den folgenden Versuchen sehr vermehrt, um 
eine entschiedene Wirkung zu sehen. 
III. Verdauung 46 Stunden. Prozentgehalt von Na,CQ,: 


A. 0°%o 
B. 3,5 °/o 
C. 7°%o 


D. 10,5 %o 
Die Totalmenge des gelésten Stickstoffs ist in B und C vermindert 
und am meisten in D. 
Die Monaminosaurefraktion ist auffallend reduziert sowohl im Prozent- 
gehalt als in der Totalmenge. 
IV. Verdauung 46 Stunden. Prozentgehalt von Na,CQ,: 
A. 0°o 
B. 0,85 °/o 
C. 1,7 %o 
D. 3,5 °/o 
In C mit einem Prozentgehalt von 1,7°/o NaCO ist der hemmende 
Einflu8 auf die Lésung des Fibrins, und mit 0,85°/o ist ein hemmender 
Einflu{ auf die Monaminosiurebildung schon bestimmt zu erkennen. 


V., VI., VII. Verdauung 46 Stunden. Prozentgehalt von Na,CQ,. 
A. 0°%o 
B. 0,3 %o 
C. 0,9 %/o 
D. 1,2 °/o 
E. 1,7 °%/o 
VII. Verdauung 14 Tage. Prozentgehalt von Na,COQ,: 
A. 0°%o 
B. 0,3 %/o 
C. 0,6 %o 
D. 0,9 lo 
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IX. u. X. Verdauung 28 Tage. Prozentgehalt von Na,CO, wie bei VIII. 
Die Ursache, warum man nur diese kleine Menge von Alkali ge- 
wahlt hat, liegt nur darin, daf§ man nach irgend einem Nachweis eines 
giinstigen Einflusses desselben auf Proteinabbau in langdauernden Ver- 


suchen suchte. 
XI. Verdauung 4 Stunden. Prozentgehalt von Na,CO,: 
A. 0°/o 
B. 0,6 °/o 
C. 1,2 %/o 
XII. Ganz dasselbe wie XI., aufierdem eine vierte Probe C mit 1,8° 0 
Na,CO, angestellt. 
XIII. Ganz dasselbe wie XI., aber leider sind infolge eines Irrtums 
die Proben 4°/e Stunden anstatt 4 Stunden digeriert. 
XIV. Verdauung 8 Stunden. Prozentgehalt von Na,CO,. 
A. 0°/o 
B. 0,6 °/o 
C. 1,2 °%/o 
XV. Ganz dasselbe wie XIV., auflerdem noch eine vierte Probe C 


mit 1,8°/o NaCO. 
XVI. und XVII. Verdauung 23 Stunden. Prozentgehalt von Na,CO,: 


A. 0 %o 
B. 0,6 °/o 
C. 1,2 %o. 


Zusammenfassung. 


Ein Studium des Einflusses von Alkali auf die Stickstoff- 
verteilung bei der «Pankreatin»-Verdauung von Fibrin zeigt, daB 
die proteinlésende Kraft von der proteinspaltenden Kraft 
scharf zu unterscheiden ist. 

Der giinstigste Grad der Alkalinitat fiir die Proteinlésung 
variiert zwischen 1,2°/o und 1,8°/o Na,CO;. Die Lésung geht 
immer schneller vorwirts bei 0°/o bis 1,2°/o Na,CO,, wahrend 
sie bei gréferen Mengen als 1,8°%/o nach und nach abnimmt. 

Der Proteinabbau wird von einer 0,6°/oigen Na,CO,- 
Lisung ungiinstig beeinfluBt. Zwischen 0 und 0,3°/o war kéin 
nennenswerter Unterschied zu bemerken. Eine Optimum-Kon- 
zentration fiir den Proteinabbau wurde nicht gefunden. 

Der Proteinabbau bei der tryptischen Verdauung wird 
von Alkali (0,6°/o bis 1,2°/o Na,CO,) ebenso ungiinstig beein- 
fluBt wie der Proteinabbau bei der Autolyse. 


























Uber Alkoholgarung. 


Von 
S. Kostytschew. 


IV. Mitteilung. 


Uber Zuckerspaltung durch Dauerhefe in Gegenwart von 
Zinkchlorid. 


Von 
S. Kostytschew und A. Scheloumoff. 


(Aus dem botan. Laboratorium der Frauenhochkurse in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Mai 1913.) 





In den friiher verdffentlichten Mitteilungen!) wurde dar- 
getan,daf bei Zuckervergarung durch verschiedene Hefepraparate 
in Gegenwart von Zinkchlorid ziemlich betriachtliche Mengen 
von Acetaldehyd entstehen. Dies zeigt, dai Zinkchlorid die 
Tatigkeit der Gesamtheit der Hefefermente qualitativ ver- 
aindert. Es ist also von grofem Interesse, zu untersuchen, ob 
der Zuckerabbau durch ZnCl, in gleichem Mafie gehemmt wird, 
wie die Bildung der Endprodukte der alkoholischen Garung und 
ob das Verhaltnis CO,: Alkohol in Gegenwart von Zinkchlorid 
unverdndert bleibt. 

Abgesehen davon, da®B hier der erste Fall einer durch 
auBere Einfliisse hervorgerufenen qualitativen Verinderung der 
Fermentwirkungen vorliegt, gewahrt die nahere Untersuchung 
der Kinwirkung von ZnCl, noch aus folgendem Grunde Interesse. 
Die Hauptschwierigkeit bei der Untersuchung des Mechanismus 
der alkoholischen Girung besteht darin, dafi die Bildung der 
Endprodukte bei Zymasegiérung erstaunlich glatt quantitativ 





1) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 130 (1912); 
S. Kostytschew und E. Hiibbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 359 
(1912); S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 93 (1913). 
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erfolgt: wie bekannt, wird die «Garprobe» in einigen Fallen 
fiir die Zuckerbestimmung auf Grund der bei der Garung ent- 
wickelten CO,-Menge verwendet. Dieser Umstand ist um so 
merkwiirdiger, als auch nach Abtétung des lebenden Plasmas 
die Zuckerspaltung bei Anwendung geniigender Zymasemenge 
schlieflich nur CO, und Alkohol und zwar immer die gleichen 
Mengen der beiden Produkte liefert.!) Es unterliegt aber keinem 
Zweifel, dal die alkoholische Gérung keinen einheitlichen Vor- 
gang vorstellt. Hieraus ist ersichtlich, dai die Korrelation der 
verschiedenen Fermentwirkungen im Vorgange der Zymase- 
giirung eine sehr vollkommene ist. 

Diese Erwiigungen haben einen von uns veranlabt, bei 
den Untersuchungen iiber alkoholische Garung einen ganz neuen 
Weg einzuschlagen und durch kiinstliche Eingriffe die Bildung 
unverdnderter oder nur wenig verdnderter intermediarer Gir- 
produkte zu erzielen suchen. Durch Zusatz von ZnCl, zu der 
girenden Fliissigkeit wird nun in der Tat eine tiefgreifende 
Veriinderung der Zuckerspaltung und Bildung von neuen Pro- 
dukten hervorgerufen. Von diesen Produkten wurde in erster 
Linie Acetaldehyd isoliert. Weiterhin ergab es sich, daB Acet- 
aldehyd durch Hefefermente zu Athylalkohol reduziert werden 
kann. Es ist demnach die Voraussetzung am Platze, dafs Acetal- 
dehyd ein unverandertes intermedidres Produkt der Zucker- 
vergirung vorstellt. Es scheint also, daB die Einwirkung von 
Zinkchlorid und anderen Stoffen auf die alkoholische Géarung 
von groBem Nutzen sein kann bei den Untersuchungen tiber 
den Mechanismus der Garung. 

Das vorliufig nur als eine Arbeitshypothese vorgeschlagene 
Schema von S. Kostytschew?) nimmt an, daf Kohlendioxyd 
und Athylalkohol im Vorgange der Zymasegirung nicht ganz 
gleichzeitig entstehen. Zuniichst findet die Bildung von Acet- 


‘) E. Buchner weist darauf hin (Zymasegarung, S. 214 (1903), 
dafi bei der Girung von Prefsaft etwa 15°/o des Zuckers in die End- 
produkte der Garung nicht tibergehen. Einer von uns hat sich davon 
vergewissert, dafi diese Regel fiir Dauerhefe (Hefanol und Zymin) nur bei 
bestimmtem Verhaltnis zwischen den Mengen von Hefe und Zucker zutrifft. 

*) S. Kostytschew, Diese Zeitschr., Bd. 79, S. 143 u. 361 (1912). 
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aldehyd und Kohlendioxyd statt durch Einwirkung der Carboxylase 
auf Ketoséuren, und zwar wahrscheinlich auf Brenztraubensiure. 
I]. CH, - CO - COOH = CH, - COH -}- CO,. 

Alsdann erfolgt eine Reduktion von Acetaldehyd zu Athyl- 
alkohol durch den in friiheren Phasen der Giirung entstandenen 
aktiven Wasserstoff. ') 

I]. CH, - COH 4+- 2 H = CH, - CH,OH. 

Es ist tatsachlich gelungen, beide Reaktionen sowohl 
mittels lebender als mittels getéteter Hefe auszufiihren. Die 
Bildung von Acetaldehyd aus Ketosiuren wurde von C. Neuberg 
und L. Karezag,?) die Reduktion von Acetaldehyd zu Athyl- 
alkohol von S. Kostytschew und EK. Hibbenet®*) nachgewiesen. 

Den wichtigsten Einwand gegen die soeben dargestellte 
Voraussetzung bildet die Tatsache, da bei verschiedenen 
iiuferen EKinwirkungen in den bisher vorliegenden Untersuchungen 
verschiedener Forscher immer nur die Energie der Gérung 
herabgesetzt bezw. gesteigert war; in allen Filien wurde aber 





') Nachdem dieses Schema in meiner III. Mitteilung (Diese Zeit- 
schrift, Bd. 83, S. 101—102) wieder abgedruckt worden war, wies 
A. v. Lebedew (Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 308) darauf hin, dafi er 
(Chem. Ber., Bd. 45, S. 3267; Bull. soc. chim. de France, Bd. 11—12, 
S. 1039; Biochem. Zeitschr., Bd. 46, S. 488) «schon friiher» zu eben den- 
selben Anschauungen gekommen sei, was meinerseits nicht erwahnt wurde. 
Dies geschah aber nur aus dem Grunde, dafi es immer empfehlenswert 
ist, ein Original und nicht eine Kopie zu zitieren. In der III. Mit- 
teilung habe ich mein urspriingliches Schema der Reduktase- 
wirkung ohne jede Anderung wiedergegeben; dieses Schema 
wurde bereits in zwei Mitteilungen (Diese Zeitschrift, Bd. 79, 5S. 143—144 
und 360—361) veréffentlicht, bevor noch simtliche Publikationen v. Le- 
bedews, auf die er sich beruft, erschienen. Wenn also A. v. Lebedew 
schlieflich zugibt, dafs er genau dieselben Ansichten entwickelte, so liefert 
er hierdurch noch einen Beweis davon, dafs sein Schema der Reduktase- 
wirkung eine Wiederholung von meinem Schema ist, was iibrigens aus dem 
Vergleich der einschlagigen Mitteilungen hervorgeht (vgl.S. Kostytschew, 
Chem. Berichte, Bd. 46, S. 339). So kann eine «Richtigsteliung» den wahren 
Sachverhalt in unerwarteter Weise aufklaren! (S. K.) 

*) C. Neuberg und L, Karezag, Biochem. Zeitschrift, Bd. 36, 
S. 68 (1911). 

’) S. Kostytschew und E. Hiibbenet, Diese Zeitschrift, Bd. 79, 
S. 359 (1912). 
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die Bildung gleicher Mengen von Kohlendioxyd und Alkohol 
verzeichnet. Aus den nachstehend beschriebenen Versuchen 
ist jedoch ersichtlich, daB in Gegenwart von Zinkchlorid das 
Verhiltnis CO, : Alkohol tatsachlich verandert wird in dem 
Sinne, der dem obigen Schema entspricht. Unsere Unter- 
suchungen wurden teils mit Hefanol, teils mit «Trockenhefe 
nach v. Lebedew» ausgeftihrt. Die Zuckerbestimmungen haben 
wir zum gréften Teil nach der zuverléssigen Methode von 
Lehmann’) ausgefiihrt. Auferdem kam in einigen Fallen die 
ausgezeichnete Methode von G. Bertrand?) in Anwendung. 
Beide Methoden ergaben bei gegenseitiger Kontrolle vollkommen 
iibereinstimmende Resultate. Fiir physiologische Untersuchungen 
ist die Lehmannsche Methode deshalb sehr bequem, weil 
hierbei eine vorliufige EnteiweiBung der Zuckerlésung nicht 
erforderlich ist, wie wir es wiederholt beobachtet haben. Eine 
unvollkommene Abscheidung von Kupferoxydul aus der Lésung 
kénnte in der Tat keine Fehlerquelle einfiihren. 

Fiir die Alkoholbestimmungen bedienten wir uns sowohl 
der pyknometrischen Methode als der von Nicloux °) empfohlenen 
Titration mit Kaliumbichromat in der Hitze in Gegenwart von 
Schwefelsiiure. Dieses Verfahren ist namentlich fiir die Be- 
stimmung geringer Alkoholmengen sehr praktisch. Die CO,- 
Bestimmungen wurden meistens nach der Methode von Meiss!}*) 
vorgenommen. Behufs genauer Ermittelung des Verhaltnisses 
CO, : Alkohol wurden einige Versuche unter bestandiger Luft- 
durchleitung ausgefiihrt. In diesem Falle verwendeten wir die 
CO,-Bestimmung nach Pettenkofer. 5) Als Antiseptikum diente 
in allen Versuchen Toluol. 


‘) F. Lehmann, «Uber mafanalytische Methoden zur Bestimmung 
von Zuckerarten»>. Habilitationsschrift. Marburg, 1908. > 

*) G. Bertrand, Bullet. de la soc. chimique, Bd. 35, S. 1285 (1906). 

*) Nicloux, Bull. de la soc. chim., Bd. 35, S. 330 (1906); deutsche 
Beschreibung von H. Pringsheim im «Handbuch der biochem. Arbeits- 
methoden» von E. Abderhalden, Bd. 2, S. 7 (1910). 

*) Vgl. «Zymasegérung», S. 80 (1903). 

5) W. Palladin und S. Kostytschew, Handbuch der biochem. 
Arbeitsmethoden von E. Abderhalden, Bd. 3, S. 480 (1910). 
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In der ersten Mitteilung!) wurde bereits hervorgehoben, 
da8 Zinkchlorid die CO,-Produktion von Hefano] auBerordentlich 
stark hemmt. Da nun die Eiweifspaltung durch ZnCl, nur 
ganz unwesentlich beeinfluBt wird,*) so seien hier einige CO,- 
Bestimmungen angegeben, welche die ganz spezifische Wirkung 
von Zinkchlorid auf den Garungsvorgang illustrieren. 

Sechs GirkOlbchen mit Meifblschem Verschluf. Ein jedes 
Kélbchen enthalt 2 g Dauerhefe nach v. Lebedew, 2 g Trauben- 
zucker, 10 ccm Wasser und 3 Tropfen Toluol. Die Kolben C, 


D, E und F enthielten auBerdem je 0,07 g Zn(Cl,. 
Ce 





Kohlendioxyd in Grammen nach Stunden 
Portionen —----- + HO a 
4 | 24 48 
A (Kontrolle). . . . 0,34 0,94 | 0,96 
BO > ae 0,33 0,97 | 0,99 
C. (0,07 g ZnCl,) . . 0,03 0,15 | 0,17 
D desgl .. 0,03 O14 | 017 
E ‘ a 0,02 0,15 | 0,17 
F ‘ = 0,03 0,14 | 0,17 








Parallel mit dieser starken Hemmung der CO,-Produktion 
findet die Bildung von Acetaldehyd statt. Dieselbe erfolgt bei 
Zusatz von verschiedenartigen léslichen Zinksalzen und, obgleich 
in geringeren Mengen, bei Zusatz von einigen anderen an- 
organischen Verbindungen. Die urspriinglich angenommene 
Deutung des Mechanismus der Wirkung von ZnCl,, wobei die 
Hauptrolle den polymerisierenden Eigenschaften dieser Verbin- 
dung zugeschrieben wurde, soll also modifiziert werden. Im 
folgenden Versuche wurde die Einwirkung verschiedener Zink- 
salze auf die Aldehydbildung untersucht. Die Reaktion von 
Rimini erlaubt, bei Anwendung ganz gleicher Mengen von 
Destillat, Nitroprussidnatriumlésung und Diathylaminlisung, die 
Aldehydausbeuten nach der Intensitét der entstandenen Farbung 
annahernd zu vergleichen. 

8 Kolben mit je 10 g Dauerhefe, 10 g Rohrzucker, 50 ccm 
Wasser, 6 Tropfen Toluol und 0,02 Mol. verschiedener Zink- 





') S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 134 (1912). 
*) Vgl. die nachstehende V. Mitteilung. 
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salze. Versuchsdauer 6 Tage. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 
ein jeder Kolben mit noch 50 ccm Wasser versetzt, davon je 
15 ccm abdestilliert, und fiir die Reaktion von Rimini ver- 
wendet. Nach der Intensitét der Reaktion tritt folgende Reihen- 


folge deutlich hervor. 
Portion Reaktion von Rimini 


I. Ohne Zinksalz diuBerst schwach 
II. Zinkphosphat » » 
III. Zinkearbonat schwach (violett) 
IV. Zinkacétat mittelstark 
V. Zinksulfat stark 
VI. Zinkchlorid » 
VII. Zinkbromid sehr stark 


VIII. Zinkjodid , > 
Genau dieselbe Reihenfolge stellte sich heraus bei An- 


wendung der Reaktion mit fuchsinschwefliger Séure. Bei Zu- 
satz von Zinkcarbonat kOénnte selbstverstindlich ein Teil des 
Salzes durch die bei der Girung gebildeten Sduren zerlegt 
werden. Nun ist es nach dem Ergebnis von diesem Versuche 
sehr wahrscheinlich, daf namentlich Zinkionen die spezifische 
Wirkung auf den Gdarungsvorgang ausiiben. 

In folgenden Versuchen haben wir die in Gegenwart von 
Zinkchlorid zerlegten Zuckermengen und die gebildeten Mengen 
von CO, und Alkohol bestimmt. Ftir diese Versuche wurde 
Traubenzucker verwendet. Auf je 10 g «Trockenhefe» bezw. 
Hefanol haben wir immer 50 ccm Wasser und 0,5 ccm Toluol 
zugesetzt. 

Versuche mit «Trockenhefe nach v. Lebedew». 


Es kamen verschiedene kéufliche Praparate von «Trocken- 
hefe» in Anwendung. Aus diesem Grunde wurde unter gleich- 
artigen Verhaltnissen in einzelnen Fallen nicht immer die gleiche 
Energie der Girung wahrgenommen. Das Wesen der Einwirkung 
von Zinkchlorid war aber immer dasselbe. 


I. Serie. 0,15 g ZnCl, auf je 10g Hefe. 
Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt. 
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Nr. Ver- | | | Zucker 
pee suchs-| Hefe | ZnCl, | CO, | H,OH CO, — Zerlegt| Davon 
Ver- | goat in g in g | in g | in g C,H,OH gesetzt ws | ton 
| | ganzen, — 
suchs | Tagen | | | | ing |} ing | in % 
1 | 1 | 10 (015 0,71) 0,71 | 100:100] 9,5 | 2.95 48 
1 | 1 | 10 | 0 3,17) 3,07 | 100: 96) 9,5 | B41 | 74 
2} 1 | 5 |0,075 0,85) 0,33 | 100: 94 4,75) 1,47 | 47 
2 |} 1 | 5 | O | 1,61} 1,68 | 100:104] 4,75 425 | 77 
3 | 2 5 | 0,075 0,83 0,71 100: 84] 4,75 282 | 64 
3 | 2 | 5) 0 2,23 | 2,38 | 100 : 106 4,75 4,75 | 98 
4 2 {| 10 |0,15 | 1,29) 1,28 | 100: 98] 9,5 72 | 54 
4 | 2 | 10 015 129) 1,30 |100:100] 9,5 | 4,65 | 54 
5 3 | 5 | 0,075 0,97 | 0,96 100: 98] 4,75 | 3,22 | 60 
5 | 3 | 5 | O | 299) 221 |100: 96 4,75] 4,75 | 96 
6 | 4 | 10 |015 1,90 1,70 |100: 89 9.5 | 540 | 65 
7 | 4 | 5! 0 | 232!) 232 |100:100] 4,75 | 4,75 | 98 
8 5 | 10 (0,15 | 2,15 1,95 100: 87] 9.5 | 5,98 65 
8 5 | 10 |0,15 | 1,92) 1,82 100: 89] 9,5 5,82 67 














Aus diesen Zahlen ist folgendes ersichtlich. 

Bei Abwesenheit von Zinkchlorid ist die Vergéirung von 
Zucker durch die gleiche Menge von Trockenhefe nach 48 Stunden 
beendet. Das Verhiiltnis CO, : Alkohol entspricht immer genau 
der Gleichung der Alkoholgirung. Nach 24 Stunden sind etwa 
25°/o des verschwundenen Zuckers nicht in die Endprodukte 
der Garung tibergangen; wahrscheinlich findet hierbei die Bildung 
von Phosphorséurezuckerester statt. Nach 48 Stunden ist 
jedoch der Zucker quantitativ zu CO, und Alkohol 
vergoren; die unbedeutenden Differenzen liegen innerhalb der 
Grenzen der Versuchsfehler. 

Ein ganz anderes Bild zeigt uns die Zuckervergirung in 
Gegenwart ganz geringer Mengen von Zinkchlorid. Hierbei wird 
nicht nur die Bildung der Endprodukte der Giirung, sondern 
auch die primare Zuckerspaltung gehemmt, aber nicht in gleichem 
MaBe. Die Zuckerspaltung erfolgt bedeutend schneller, als die 
Bildung von Kohlendioxyd und Alkohol; eine betriichtliche Menge 
von zerlegtem Zucker wird also zur Bildung anderer Stoffe 
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verwendet. Das Verhaltnis CO, : Alkohol entspricht wahrend 
48 Stunden der Gleichung der Alkoholgirung; spiter wird die 
CO,-Produktion etwas gréfer, als die Alkoholbildung; da bei 
der CQO,-Bestimmung nach MeiBbl immer zu niedrige Zahlen 
erhalten werden, so sind die richtigen Werte von CO, : Alkohol 
in den unter bestandiger Luftdurchleitung ausgefihrten Ver- 
suchen zu finden. 

Es ergab sich also, daB ganz geringe Mengen von Zink- 
chlorid eine weitgehende Veriinderung von Zuckerabbau _her- 
vorrufen. ‘ 


Il. Serie. 0,3 g ZnCl, auf je 10 g Hefe. 


Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt. 





























Nr. | Ver- | | | | oo Zucker zerlegt 
en suchs-| Hefe ‘ZnCl,’ CO, C,H,OH CO any - Davon 
Ver- — li F e C,H.OH gesetzt] ganzen total 
pmgpme mse Ms sities ” vergoren 
suche Tagen | | | ing | ing in °%o 
9 | 2 | 10 | 03 0,77| 0,74 |100: 96 85 | 2,36 | 64 
10 | 2 | 10 | 03 0,84) 0,90 100 : 107 475) 248 | 70 
10 | 2 | 10 | 0,3 0,80) 0,85 |100:106) 4,75 | 2,43 68 
11 | 4 | 10 | 0,3 /0,89} 0,82 | 100: 94 85 | 3,13 | 54 
11| 4 | 10 | 03/084} 0,79 |100: 96 85 | 354 | 45 
12) £4 | 10 | 03/088! 0,83 |100: 97) 80 | 321 | 57 
13 4 | 10 | 03} 1,06] 0,92 | 100: 87) 9,5 | 3,57 | 56 
13 | 4 | 10 | 0311,05| 1,00 | 100: 9 95 | 357 | 57 
14 | & | 10 | 03 /1,56) 1,61 | 100:103) 4,75] 3,75 85 
15 | 4 | 10 | 0,3 1,38} 1,38 100: 100 4,75 | 345 | 81 
1b 4 | 10 | 03/117) 1,23 |100:104 4,75] 3,17 | 76 
16 | 6 10 | 0,3 |1,43] 1,38 | 100: 96) 4,75 | 3,45 84 
16 | 6 | 10 | 0311.26! 1,18 |100: 94 4,75] 3,01 | 82 

















Bei Zusatz von 0,3 g ZnCl, wird sowohl die Zucker- 
spaltung, als die Bildung der Endprodukte der Giérung noch 
mehr verlangsamt, als bei Zusatz von 0,15 g ZnCl,. Immer 
wird ein grofer Teil des Zuckers nicht zu CO, und Alkohol ver- 
arbeitet, sondern auf eine andere Weise gespalten. Merkwiirdig 
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ist der Umstand, dal bei Vergirung geringer Zuckermengen 
die Energie der Zuckerverarbeitung im ganzen unveriindert 
bleibt, aber die Menge des total zu CO, und Alkohol vergorenen 
Zuckers erheblich zunimmt. In diesem Falle bleibt auch das 
Verhiltnis CO, : Alkohol dem theoretischen Werte sehr nahe. 
Im ganzen ist das Wesen der Einwirkung von Zinkchlorid eben 
dasselbe, wie in der vorstehenden Serie. 


III. Serie 0,6 g bezw. 1,2 g ZnCl, auf je 10 g Hefe. 


Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt. 





























Nr. | Ver- | | | | Zucker Zucker zerlegt _ 
on ssuchs- Hefe ZnCl, CO, |C,H,OH CO, aa im__| Davon 
Ver- | ing | ing |ing| ing C,H,OH gesetzt] ganzen Wel 
suche Tagen) | | ing | ing in %Jo 
17| 6 | 10 | 06 0,15] 0,05 |100:33 | 80 | 0,30 | 66 
18 | 6 | 10 | 06 0,15} 0,07 | 100:47 | 80 a 
18 6 | 10 | 0,6 0,15) 0,06 | 100: 40 | 80 a ee 
19 | 4 10 | 06 0,12} 0,10 |100:83 | 4,75] 0,86 | 25 
19 4 | 10 | 06 |0,15} 0,1 |100:73 | 4,75] 086 | 30 
2 | 6 | 10 | 0,6 0,7] 0,09 |100:53) 4,75] 060 | 43 
21 | 6 | 10/12/0041 o | — | 80} 0 | — 
29 6 | 10 | 1,2 0,03] 0 — | 80 | spur | — 
23/ 4] 10| 12/002} 0 | — | 47] 0 | — 
23} 4/10 | 12/002) 0 | — | 475} 0 | — 
24 6 | 10 | 12/002! o on 4,75 | spur | _ 

















Diese Tabelle zeigt, daB grdBere Mengen von Zinkchlorid 
die Girung auSerordentlich stark hemmen. Bei Zusatz von 
1,2 g ZnCl, auf je 10 g Hefe wird der Zuckerabbau vollkommen 
eingestellt. Bei Zusatz von 0,6 g ZnCl, wurde eine nennens- 
werte Zuckerspaltung nur bei geringer Zuckergabe (4,75 g auf 
je 10 g Hefe) wahrgenommen, wobei der grifite Teil des ver- 
schwundenen Zuckers in die Endprodukte der Girung nicht 
iiberging. Wdahrend in Gegenwart von 0,3 g ZnCl, die Zymase- 
girung noch grammweise CO, und Alkohol liefert, bringt die 
doppelte Menge von ZnCl, den Garungsvorgang beinahe voll- 
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kommen zum Stillstand. Es ist interessant, damit zu vergleichen, 
wie wenig der Eiweifiabbau durch Zusatz von 0,6 g bezw. 1,2 g 
ZnCl, auf je 10g Hefe verandert wird.!) Hieraus ist einleuchtend, 
dafi ZnCl, eine direkte Wirkung auf die Giirungsfermente ausibt. 


IV. Serie. Versuche mit Luftdurchleitung. 


DieseVersuche hatten den Zweck, dasVerhaltnis CO, :C,H,OH 
in Gegenwart und bei Abwesenheit von Zinkchlorid genau zu 
ermitteln. Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle 


zusammengefabt. 




















" Ver- | =e | | Zucker| Zucker _zerlest 
es — Hefe ZnCl, CO, ina CO, | a, a | rig 
Ver- | in |ing in g/ing | in g C,H,OH \gesetzt ganzen uae 
suche; Tagen | | | ing | ing in % 
25a| 6 | 10} O 3,892 3,917 100:100 80 | 7,94 99 
2b) 6 | 10 | 0,3 |0,974 0,767 | 100: 78 8,0 | 2,01 | 86 
Ze 6 | 10 | 0,6 0,057) 0 — | 80 |o33; — 
26 | 4 | 5 | 0,15 1,326 1,102 | 100:83 | 4,75] 3,00 | 76 
27° 6 | 5 | 0,15) 1,132) 0,868 |100:77 | 4,75] 2,39 |  8& 
28 | 6 | 5 015) 1,196 1,019 |100:85 | 2,37] 220 | 100 
29 | 6 | 5 | 03 |0,795| 0,706 |100:89 | 2,37] 1,56 | 96 


Diese Versuche ergaben also vollkommen iibereinstimmende 
Resultate, welche diejenigen der vorstehenden Serien im all- 
gemeinen bestitigen. Bei Abwesenheit von Zinkchlorid wird 
der Zucker total zu CO, und Alkohol vergoren; das Verhialtnis 
CO, : Alkohol entspricht der Gleichung der alkoholischen Garung 
(Versuch 25a). Bei Zusatz von 0,3 g ZnCl, auf je 10 g Hefe 
wird der Garungsvorgang nicht nur stark gehemmt, sondern 
auch qualitativ veriindert (Versuch 25b, 26, 27); von der Ge- 
samtmenge des verschwundenen Zuckers kénnen nur etwa 80.9/o 
in den Endprodukten der Giérung wiedergefunden werden; das 
Verhialtnis CO,: Alkohol entspricht nicht der Gleichung 
der alkoholischen Garung, was mit dem Schema von S. 
Kostytschew iibereinstimmt. Von einem Verlust von Alkohol 
durch Verdunstung kann nicht die Rede sein, da hinter den 


1) Vgl. die nachstehende Mitteilung. 
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Versuchskolben immer die mit Schlangenrohr versetzten und 
in Eiswasser versenkten Kiihler eingeschaltet wurden; eine 
Priifung dieser Vorrichtung ergab, da auch sehr fliichtige Sub- 
stanzen im Kiihler total zuriickgehalten werden. Die abnorme 
Gr6Be von CO,: C,H,OH deutet also unserer Meinung nach 
darauf hin, dai ein Teil des bei der Garung intermediir ge- 
bildeten Acetaldehyds zu Athylalkohol nicht reduziert wurde. 
In friiher verdffentlichten Mitteilungen wurde auch immer bei 
Zusatz von etwa 0,3 g ZnCl, auf je 10 g Hefe eine gute Aus- 
beute an Acetaldehyd erhalten. Auch bei konstanter Luftdurch- 
leitung wurde die merkwiirdige Tatsache wahrgenommen, daf 
bei geringer Zuckergabe der zerlegte Zucker total zu CO, und 
Alkohol vergoren wird (Versuch 28), wihrend bei gréferer 
Zuckergabe in Gegenwart von derselben ZnCl,-Menge mindestens 
20°/o des Zuckers in andere, noch nicht identifizierte Stoffe 
ubergehen. 


V. Serie. Versuche mit Hefanol. 


Alle Eigentiimlichkeiten der Einwirkung von Zinkchlorid 
auf Zymasegiirung treten in Versuchen mit getétetem Material 
(Hefanol) noch deutlicher hervor. Die Resultate der Versuche 


sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 
—SEEEeee—————————————————————— Ee 



































Nr. Misono Hefa- znCi.| CO. \CH.-CH.OH | Zucker Zucker zerlegt 
on dauer| 101 | | ; sf fi __©O, . —_ Im | Davon 
Ver-| in ing|in gling in g CH,- CH,OH gesetztfoanzen Rl 
suche} Tagen | ing | ing | in%, 
30 | 2 | 10| 03 0,36 0,36 100:100 | 9,5 | 4,76| 41 
30 | 2 | 10 | 0,3 |0,36 | 0,37 100:102 | 9,5 | 1,76) 44 
BL | 2 | 10 | 0,3 0,371 0,37 100:100 | 9,5 | 2.02) 37 
32 | 4 | 10 | 03 0,65} 0,65 100:100 9,5 | 2,71| 48 
32.) 4 | 10 | 0,3 0,65] 066 | 100:101) 95 | 2,86) 46 
33 | 4 | 10 | 03 0,56 | 0,51 100: 91) 95 | 218) 49 
33 | 4 | 10) 0.3 0,57| 0,58 100:102 | 9,5 | 2,20, 51 
34 | 6 | 10) O |386| 3,88 100:100 | 9,5 | 9,31) 83 
34 | 6 | 10 0 [388] 3,79 | 100: 98| 95 | 981! 84 
35 | 6 | 10) 03 0,60] 0,43 100: 71! 9,5 | 234) 44 
35 | 6 | 10 | 03 062] 0,48 100: 77 9,5 | 2,37) 46 
36 | 6 | 10 | 0,3 |0,626) 0,379 100: 60 | 9.5 | 1,72) 58 
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Der Versuch 36 wurde bei konstanter Luftdurchleitung 
ausgefiihrt. 

Bei Anwendung von Hefanol wird also in Gegenwart von 
Zinkchlorid nur die Halfte des zerlegten Zuckers total zu CO, 
und Alkohol vergoren, wéhrend bei Abwesenheit von ZnCl, 
. die Gesamtmenge des zugesetzten Zuckers zerlegt und davon 
83°/o zu den Endprodukten der Girung vergoren werden, wobei 
CO, : C,H,OH der Gleichung der alkoholischen Garung entspricht. 

Ebenso wie bei« Trockenhefe >» ist dasVerhaltnis CO,: C,H,0H 
im Verlaufe der anfinglichen Tage der Girung dem theore- 
tischen Werte sehr nahe. Nach Ablauf von 6 Tagen ist aber 
eine betriichtliche Mehrproduktion von CO, zu verzeichnen; 
in dem unter konstanter Luftdurchleitung ausgefiihrten Versuche 
ist CO, : Alkohol gleich 100 : 60, was bisher bei der Giarung 
von Dauerhefe noch niemals beobachtet worden war. 

In der Ill. Mitteilung wurde bereits dargetan,!) dab bei 
Zusatz von Methylenblau zu der garenden Fliissigkeit ebenfalls 
Acetaldehyd entsteht. Neuerdings hat S. Lvoff?) dariiber be- 
richtet, dafi zwischen den Mengen von zugesetztem Methylen- 
blau und von abgeschiedenem Kohlendioxyd ein bestimmtes 
Verhiltnis besteht. In Ubereinstimmung mit S. Kostytschew 
nimmt der Verfasser an, daS Methylenblau den bei der Garung 
entstehenden aktiven Wasserstoff wegnimmt und hierdurch die 
Korrelation zwischen den einzelnen Phasen der Girung zerstort. 
Auf Grund verschiedener Uberlegungen neigt sich Verfasser 
zu der Voraussetzung, daf die Abspaltung und die nachfolgende 
Anlagerung von Wasserstoff nicht nur einmal (wie es in meinem 
kurzen Schema angegeben ist), sondern wiederholt erfolgt; 
demnach wird das Hexosemolekiil noch in friiheren Phasen 
cinaktiviert» und die Bildung der beiden Endprodukte der Ga- 


~ 


rung verhindert. 
Dies ist in der Tat sehr wahrscheinlich und kénnte am 
besten durch Ermittelung des Verhaltnisses von Methylenblau 
zu dem nicht total vergorenen Zucker experimentell erlautert 
werden; doch sind derartige Versuche vom Verfasser nicht 
1) §, Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 102 (1913). 
*) S. Lvoff, Botanische Berichte, Bd. 31, S. 141 (1913). 
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ausgefiihrt worden. Auch wir haben uns mit dieser Frage nicht 
befaBt; die nachstehenden Versuche, die noch vor dem Er- 
scheinen der Lvoffschen Mitteilung vollendet waren, verfolgen 
nur den Zweck, die Einwirkung von Methylenblau mit derjenigen 
von Zinkchlorid zu vergleichen. Diese Versuche sind von 
Frl. W. Brilliant ausgefiihrt, der wir dafiir zu bestem Dank 
verpflichtet sind. Fur die Zuckerbestimmungen wurde der Riick- 
stand von der Alkoholdestillation durch Quecksilberchlorid von 
Methylenblau befreit, filtriert und im Filtrat das tiberschiissige 
Quecksilber durch Natriumcarbonat ausgefiillt. Die Resultate 
der Versuche sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 

















ee) 
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Nr. | Ver- | Me- | Zackery Zucker _zerlegt_ 
der |SUCHS- Hefe| thylen-|CO,|Alkohol| CO, | zu- [| Im | Davon 
| blau | Aikohol |gesetzi| g total 

Ver-| in | au | ohol gesetzl] ganzen vergoren 
suche| Tagen in g| ing in g) in g ing | ing | in % 
a7 | 6 | 5 | 08 1,16 1,17 |100:101| 4,75| 3,51 | 66 
88) 5 | 5) OS 114 1,07 |100: 94) 475] — - 
39 5 5 | 0 2Bt) 2,36 |100: 102) 4,75 | 4,75 98 
| 5 | 5] 0 ews 241 |100:104) 4,75 | 4,75 | 100 




















Durch Zusatz von 1 g Methylenblau auf je 10 g Hefe wird 
also die Energie der Garung weniger herabgesetzt als durch 
Zusatz von 0,3 g Zinkchlorid. Methylenblau bewirkt ebenfalls 
eine qualitative Verdinderung von Zuckerabbau, da eine be- 
trachtliche Menge des zerlegten Zuckers in die Endprodukte der 
Garung nicht tibergeht. Ein Unterschied von der Wirkung von 
Zinkchlorid besteht aber darin, daB bei Zusatz von Methylen- 
blau das Verhiiltnis CO, : Alkohol dem theoretischen Werte sehr 
nahe bleibt. 

Wir glauben annehmen zu diirfen, daf die Methode 
der kiinstlichen qualitativen Verinderung der biochemischen 
Reaktionen durch Zinkchlorid, Methylenblau und andere geeignete 
Stoffe groBe Dienste leisten kann bei der Aufklirung des Mechanis- 
mus von Zymasegirung und anderen physiologischen Vorgiingen. 
Es ist von vornherein sehr wahrscheinlich, daf die «qualitative 
Verainderung» der Gesamtheit der Fermentwirkungen bei der 
alkoholischen Garung nur auf die Stérung der Korrelation von 
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verschiedenen einzelnen Phasen des Vorganges zuriickzufiihren 
ist: es wird ja gegenwiirtig allgemein anerkannt, dafi die Fermente 
nur die Geschwindigkeit der Reaktionen veraindern. Von diesem 
Standpunkte aus wiire es kaum zulassig, anzunehmen, dab die 
Girungsfermente in Gegenwart von ZnCl, ihre Tatigkeit grund- 
siitzlich veriindern und den Zucker auf eine neue eigentiimliche 
Weise zu spalten beginnen. Einfacher und wahrscheinlicher ist 
die Annahme, daB der nicht total zu CO, und Alkohol vergorene 
Zucker in die intermediiren Produkte der Garung iiberging. 
Dies gibt uns also ein Mittel, die Isolierung der intermediaren 
Produkte der biologischen Reaktionen zu erleichtern. Friiher 
mufte man es sich gefallen lassen, die durch zufallige Storungen 
des Girungsvorganges entstehenden ganz geringen Mengen der 
Zwischenprodukte zu erkennenzusuchen; jetzt werden wir hoffent- 
lich imstande sein, eine kiinstliche Anhiufung der intermediaren 
Girungsprodukte hervorzurufen. Auch bei der Untersuchung 
von anderen biochemischen Reaktionen wird man wahrschein- 
lich auf analoge Weise vorgehen kénnen. 

Uberblicken wir die erhaltenen gut iibereinstimmenden 
Resultate, so kénnen wir die Einwirkung von Zinkchlorid auf 
Zymasegirung folgendermafen prazisieren. 

1. Die Energie der Girung wird stark herabgesetzt. 

2. Ein grofer Teil von zerlegtem Zucker wird nicht zu 
CO, und Alkohol vergoren, wahrend bei Abwesenheit von Zink- 
chlorid die Bildung von Endprodukten der Gérung aus Zucker 
glatt quantitativ stattfindet. 

3. Nach einigen Tagen wird auch das Verhaltnis COQ, : Al- 
kohol verindert. Dies deutet darauf hin, daB die beiden End- 
produkte der Girung nicht ganz gleichzeitig entstehen. Alkohol 
wird wahrscheinlich zum Teil durch Acetaldehyd ersetzt, der ja 
in Gegenwart von Zinkchlorid in betrachtlicher Menge entsteht. 
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Uber Alkoholgarung. 
Von 
S. Kostytschew. 
V. Mitteilung. 
Uber EiweiBspaltung durch Dauerhefe in Gegenwart von Zink- 
chlorid. 


Von 
S. Kostytschew und W. Brilliant. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Frauenhochkurse in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1913.) 


In der ersten Mitteilung') wurde dargetan, dal Zink- 
chlorid eine duferst eigentiimliche Wirkung auf die Gérung 
von Dauerhefe ausiibt. Ein Zusatz ganz geringer Menge von 
ZnCl, zu der girenden Fliissigkeit bewirkt die Bildung von 
Acetaldehyd, welcher bei Abwesenheit von Zinkchlorid héchstens 
nur in Spuren auftritt. Die weiteren Untersuchungen ergaben, 
daB die Bildung von Acetaldehyd nur bei Zuckervergirung 
stattfindet.2) Sehr beachtenswert ist die tiefgreifende Ver- 
dinderung von Zuckerabbau, die durch geringe Mengen von los- 
lichen Zinksalzen hervorgerufen wird.*) Nun ist es von Inter- 
esse zu untersuchen, ob die Wirkung von Zinkchlorid durch- 
aus spezifisch ist und also nur die Tatigkeit der eigentlichen 
zuckerspaltenden Fermente bertihrt, oder im Gegenteil ver- 
schiedenartige fermentative Vorginge beeinflubt. 

Zahlreiche Untersuchungen verschiedener Forscher er- 
gaben, da zwischen dem Zuckerabbau und dem EiweifSabbau 





') S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 130 (1912). 
*) S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 93 (1913). 
*) Vgl. die vorstehende Mitteilung. 
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durch Dauerhefe bezw. durch giirfiihige Hefesifte ein deut- 
licher Antagonismus besteht. Die Wirkung des proteolytischen 
Fermentes iibt einen hemmenden EinfluB auf die Zymasegirung 
aus. Infolgedessen wird die Zymasegérung im allgemeinen durch 
diejenigen Faktoren herabgesetzt, welche die Titigkeit des 
proteolytischen Fermentes befordern. Im Gegenteil sind alle 
diejenigen Einfliisse fiir Zymase giinstig, welche die fermen- 
tative Proteolyse verlangsamen. So wird z. B. die Zymase- 
girung durch Hydroxylionen stimuliert, die Eiweifspaltung 
aber gehemmt; durch Wasserstoflfionen wird im Gegenteil die 
Zymasegirung gehemmt und der Eiweifabbau beférdert.!) Im 
AnschluB daran ergab es sich, daf primére Phosphate den 
Zuckerabbau hemmen und den Eiweifbabbau stimulieren, wihrend 
sekundiire Phosphate eine Steigerung der Zymasegérung und 
Hemmung der Proteolyse bewirken.?) Neutralsalze hindern im 
allgemeinen die Zymasegiérung und begiinstigen die Proteolyse. 3) 
Dies wurde namentlich fiir CaCl, und KNO, durch die Ver- 
suche von O. Grigoriew und T. Gromow’‘) ausfiihrlich er- 
liutert. Bei einer Temperatur von etwa 34° wird die Eiweif- 
spaltung bedeutend gesteigert und im Zusammenhange damit 
die Zuckerspaltung herabgesetzt. °) 

Diese kurze Zusammenfassung der experimentell be- 
griindeten ‘Tatsachen®) zeigt, dai die meisten Einfliisse von 
iuBberen Faktoren sowohl den Zuckerabbau, als den Eiweif- 
abbau beriihren. Auf Grund dieser Beobachtung kénnte man 
erwarten, da Zinkchlorid eine bedeutende Steigerung der 
EiweiBspaltung bewirkt, da die CO,-Produktion bei der Zymase- 
giirung durch ZnCl, ungemein stark herabgesetzt wird. In der 


1) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 
S. 140 und 318 (1903). y 

2) N. lwanoff, Zeitschr. f. Girungsphysiologie, Bd. 1, S. 230 (1912). 

‘) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, l. ¢., S. 165 u. 315. 

‘) O. Grigoriew und T. Gromow, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 307 
und 324 (1904). 

5) A. Petruschewsky, Travaux de la Soc. des natur. de Saint- 
Pétersbourg, Bd. 37, Heft 1. 

6) In der vorstehend erwihnten Arbeit von Grigoriew und 
Gromow sind noch andere Beispiele dieser Art zu finden. 








a: 
é So 
-, 
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vorliegenden Arbeit wurde die Einwirkung von Zinkchlorid auf 
den Eiweifabbau in Dauerhefe untersucht. Simtliche Versuche 
wurden mit «trockener Dauerhefe nach v. Lebedew»!) bei 
Zimmertemperatur ausgefihrt. Ein jeder Versuchskolben wurde 
mit etwa 1 g lufttrockener Hefe, 5 ccm Wasser und 4 Tropfen 
Toluol versetzt. In einzelnen Versuchen wurden auferdem 
verschiedene Mengen von Zinkchlorid und Rohrzucker ver- 
wendet. Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl, der 
Eiweifstickstoff nach Stutzer ermittelt. 

Die Bestimmungen des Gesamt- und Eiweifstickstoffs in 
dem fiir unsere Versuche verwendeten Priiparat von Dauer- 
hefe ergaben folgende Resultate: 


omaunmemmmmmmmammmnns me TT TE A AT 
































Gesamtstickstoff Eiweifstickstoff 
Hee | N | N |Nin% | Hefe | N | N [Nin % 
ing | in mg | in °o jim Mittel] in g | in mg} in %o |im Mittel 
0,9981 | 94,7 | 9,49 | 1,0001 | 76,6 7,66 | 
0,9983 | 94,9 | 9,50 0,9995 | 77,1 | 7,71 | 
| 
0,9984 | 95,0 | 9,52 9,48 1,0004 | 76,1 7,60 |} 7,62 
1,0004 | 95,0 | 9,50 1,0004 | 75,1 | 7,50 — 
1,0001 | 942 | 941 | 1,0001 | 762 | 7,62 | 
Versuch I. 


6 Kontrollportionen zu je 1 g Dauerhefe und 5 ccm 
Wasser und 6 Versuchsportionen zu je 1 g Dauerhefe, 5 ccm 
Wasser und 0,03 g ZnCl,?) wurden ruhig stehen gelassen. 
Nach Ablauf von 2, 4 und 6 Tagen wurden je 2 Kontroll- 
portionen und 2 Versuchsportionen analysiert. 





*) Wir haben uns vergewissert, dafs dieses Priparat aus lebenden, 
wachstumsfahigen Hefezellen besteht. Nach Aussaat einer minimalen 
Hefemenge auf sterilisierte Bierwiirze-Gelatine entwickelten sich eigen- 
tiimliche pfostenartige Kolonien. Bei Zusatz von Toluol war allerdings 
kein Wachstum miglich. 

*) Das Verhaltnis der Mengen von Dauerhefe, Wasser und Zink- 
chlorid war in diesem Versuche genau dasselbe wie in den ohne Zucker- 
zusatz ausgefiihrten Versuchen der I. und III. Mitteilung. 
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nae os. Eiweifistickstoff 
Zeit - Kontrollportionen Versuchsportionen 
_ (Wasser) (Zinkchloridlésung) 
in imuieeneontnines a aera era EE : 
Hefe- | | 8 ‘Abge-- Hefe- | | |N_ Abge- 
ge- | N | N in °%/o spaltener}] ge- =N | N | in % 'spaltener 
Tagen] wicht | | im Eiweif-N] wicht . | ' im Eiweifi-N 
in g inmg ies Mittel) in °%/o | in g inmg —_ Mittel in °%o 
| | | 
2 | 1,0000 66,8 | 6 68 |, 1,0006 58,5 | 5,85 | | 
6, 66 0,96 03, 1,59 
2 1,0003 66,5 6 65! J’ 0,999 weal 6,22 jo | 
4 |1,0000 53,3 5, 331), 9. = 1,0000 49,6 496 |, = 
| } Oe vo) 2,6 t, ay 
£ | 1,0001 53,7) 5,37 J _— 1,003 49,7) 4,97 J 
6 1.0000, 43,3 433) | 1,0001 41,3 4,13 | 
4,48 3,14 4, 13) 3,49 
6 | 1,0003' 46,4) 4,64/f 7 | 1,0004 41,3 | 4,13) f°’ 


Versuch II. 


Genaue Wiederholung des vorstehenden. 
a _____________} 





























Eiweifstickstoff 
Zeit -Kontrollportionen (Wasser) —————— 
in | Hefe-| Eiweifi-N | onion Hefe-|  Eiweif-N | ‘saltoner 
" ge- | te | in in °%o | — ge- | in | in |i °/ 
‘agen| wicht | arate” = no. _| wicht | | im Mad in So ; 
ing | ™8 | “ |Mittel des Heke in g | ™E | °/> |Mittell Gewichts 
| | 
2 10,9999 66,4. 6.44 len | . 1,0005, 58,3 | 5,82 \. | 
| et | 6,57; 91,05 5,81; 1,81 
2 | 1,000) 65,1 | 6,51 1 1,0000) 58,1 15,811 f ” 
& | 1,0001) 53,3 5,33 | 1,0000| 43,2 432 | 5 5g 
| 15,36) 2,26 | 4,38) 3,24 
4 10,9999} 53,8 | — 1,0003) 44,4 4 Aa| f- 
6 | 1,0000) 37,0 3,70' 3,70 3,92 | 1,0002) 31,9 | 3,19, i 
| | 307 4,55 
6 — — {| —| 0,9998) 29,6 | 2,96 | 








Aus den beiden Versuchen ist ersichtlich, daB bei Ab- 
wesenheit von Zucker eine Beférderung der Eiweifspaltung 
durch Zinkchlorid stattfindet; der Einflu8 von ZnCl,, ist jedoch 
iiberraschend gering: aus den in der ersten Mitteilung!) ver- 


Bd. 79, S. 130 (1912). — 


) S. cided Diese Zeitschrift, 
Vgl. auch die vorstehende IV. Mitteilung. 





Uber Alkoholgarung. V. 511 
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éffentlichten Versuchen ist einleuchtend, dali die CO,-Produktion 
von Dauerhefe durch Zinkchlorid duferst stark gehemmt wird. 
Wir wollen aber noch darauf aufmerksam machen, da’ ZnCl, 
a nur bei Abwesenheit von Zucker den Eiweifabbau stimuliert. 
ler Findet jedoch gleichzeitig Zuckerabbau statt, so wird die Ei- 
~ weiBspaltung durch Zinkchlorid sogar etwas gehemmt, wie es 
_ aus folgenden Versuchen zu ersehen ist. 


Versuch III. 


6 Kontrollportionen zu je 1 g Dauerhefe, 1 g Rohrzucker 
und 5 ccm Wasser und 6 Versuchsportionen zu je 1 g Dauer- 
hefe, 1 g Rohrzucker, 0,03 g Zinkchlorid und 5 ccm Wasser!) 
wurden ruhig stehen gelassen. Nach Ablauf von 2, 4 und 
6 Tagen wurden je 2 Kontrollportionen und 2 Versuchspor- 
tionen analysiert. 

———————————— EEE eee 
Eiweifstickstoff 


Zeit Kontrollportionen Versuchsportionen 


: | Abge- | we | Abge- 
, —_ N | io 7 N } T | © 
| in | Hefe N lin? N spaltener| Heft N | in °%o| N 'spaltener 
pS /Y ’ mp: . | i | | wy ? .° . 
ge- |. | vom | in %/o ee ge- |. in °/o Eiweif-N 
. | 2 afe . ; in "jo : e ; | in “/o 
wicht | Hefe-) im | yom_ | wicht | povegl im | yom 
'mg| ge- 


img} ge- |... eae 
in | > ht Mittel| Hefe- in ‘wieht/Mittel, Hefe- 
g | jwieht gewicht 5 | |wicht| | gewicht 


vom | 








1,0000 68,2, 6,82 
7 


| | 
1,0000,70,2, 7,02 | 
| 


0,9999 69,7) 6,9 1,0002 70,2) 7,02 | 


5 
1,0001 58,0) 5,80 0,9998 63,8 6,38 
(98,0) | | 


0,9996 54,7 5,47 | ) 
iu 5,24)" | 


2 

2 

4 |0,999955,8 5 
4 

6 


1,0000 48,6 4,86 | 


J 

8 Le nal 1qq_ | 1:0000/62,4 6,24 

ia ie | 
| 

* 6 11,0000 46,6) pot 











') Das Verhiltnis der Mengen von Dauerhefe, Zucker, Zinkchlorid 
und Wasser ist genau dasselbe wie in denjenigen Versuchen der Mit- 
' teilung I, welche die griéfite Ausbeute an Acetaldehyd ergaben. 
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Versuch 


IV. 


Genaue Wiederhohlung des vorstehenden Versuches. 


—————————————————— 






































_ Eiweifstickstoff 
Zeit Kontrollportionen Versuchsportionen (ZnCl,) 
a: = J ~~ |] i a Pe ee 
_ |Hefe-|  |.N | N | Abee- Hete- | | Abge- 
in in °%o! _ |spaltener In "ol, oy, | Spaltener 
ge- | N | vom [1M °/o piweig-n] ge- | N vom in °/o |iweif-N 
Tagen] wicht | ave im in Io VOM Wicht | ‘Hefe-| jm jin % vom 
| | ge- Hefe- | ge- . Hefe- 
in g inmg) wicht | Mittel _gewicht | in g inmg wicht Mitel) powicht 
| | | | 
21,0001] 72,4) 7.23/), oo! oa, [99996 722/ 7,22/), 0.1 9 1 
2 |1,0005) 73,5 7,85/J°""| "11,0004 72,2 at ses: Si 
| | | | 
$ 10,9999 62,5 6,25 /) a1} 4 gy | 9:9996) 65,9 | 6,60). a. 
4 | 1,0001 63,5) 6,35) J . os 1,0002| 67,4 6,74)” ‘ a 
6 10,9999) 52,8 | 528). 33\ 9.99. | 10001) 58,0 | 5,80 |). ag i 
| | >) Oe vo ; 
6 11,0000 53,8! 5,38 fo" 1,0001/ 59,2} 5,92/f°" | 
Versuch V. 


Genaue Wiederholung der beiden vorstehenden Versuche. 





Eiweifistickstoff 


Versuchsportionen (ZnCl ») 


























Zeit Kontrollportionen 
™ | N | N | Abge- " | N | N Abge- 
= Hefe | ‘in Yo}. ispaltener Hefe | in %Jo | nian 
ge- N | vom in °/o | Eiweif-Nj ge- | N | vom ‘in °o Eiweib-N 
Tagen wicht | aoe (Mitel a wicht | re im 2 ay 
in g |inmg wicht | im _gewicht | in g inmg wicht Mitel gewicht 
| | | 
2 11,0003) 71,1) 7,11 | 1.0004 72,1 | 7,20 | 
| mo ot! 0,44 |“ 2 la 16 0,46 
2 11,0004) 73,1 7,30 J | 1,0000 71,1} 7,14 lp 
| 60,5 | 6,05 | | 62,2) 62 
4 1,0001 60,5, 6 > 6 10 1.52 1,0004| 6 | } * leis 144 
4 |1,0002 61,4) 6,14 J | 1,0000 nl dl 
» hi AS F297 | | 
6 1,0004 53,7 | 5,37 \5 40 999 1,0003) 54,0 | 05 50 210 
6 ]1,0004 54,3) 542 f 7 | 1,0004 56,5 | 5,65 | f 


In Gegenwart von Zucker wird der Eiweifabbau durch 
Zinkchlorid nicht beférdert, sondern vielmehr etwas herabgesetzt. 
Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, da’ in Gegen- 








Uber Alkoholgirung. V. 513 


wart von Zinkchlorid die Zuckerspaltung erheblich verlangsamt 
wird; infolgedessen ist nach 4 Tagen die hemmende Wirkung 
von Zucker auf die Proteolyse stiarker in der mit ZnCl, ver- 
setzten Versuchsportion. Auch tibt der in Gegenwart von ZnCl, 
entstehende Acetaldehyd nach den Angaben von L. Iwanoff!) 
eine hemmende Wirkung auf die Eiweifspaltung aus. In fol- 
genden Versuchen wurde der Zuckergehalt auf 40°/o gesteigert ; 
hierbei ist bei demselben Gehalt an ZnCl, der Unterschied 
zwischen der Kontroll- und Versuchsportion noch scharfer als 
in 20°/oigen Zuckerlisungen. 


Versuch VI. 


4 Kontrollportionen zu je 1 g Dauerhefe, 2 g Rohrzucker 
und 5 ccm Wasser. 4 Versuchsportionen zu je 1 g Dauerhefe, 
2 g Rohrzucker, 0,03 g Zinkchlorid und 5 ccm Wasser. Nach 
Ablauf von 4 und 6 Tagen wurden je 2 Kontrollportionen und 


2 Versuchsportionen analysiert. 
EO 

















Eiweifstickstoff 
Zeit Kontrollportionen - Versuchsportionen (Zn, ) 
| l ow Abge- ==" Abge- 
in | Hefe- | N a soateae Hefe- N in ¢ | N  |spaltener 
ge- | yor | in %o EiweiB-NJ ge. | | yoy, | in Jo |Eiweil-N 
ls } vom 0) ge . vom | . 0/ 
Tagen} vont | om | Hefe. mm | lo Te | Hele! ; pong 
wicht | | | im yom wicht | _ im vom 
in g oa wicht Mittel| Hefe- | in g |""* wieht Mitte Hefe- 
| | | gewicht | | gewicht 
| | | 
4 1,0000 684 6,84 |) 1,004 73,6 7,36 | | 
(16,96 0,66 | ($740) 0,22 
4 | 1,0002 70,8) 7,08 | f 1,001 74,4 7,43 | | 
6 10,9999 63,4 6,341) 6 an nila 10008 72.9 7,29 | jes? one 
y oO yOs| ry a 
6 [1,000 64,1) 6,41 |f _ oe 9998 74,5 7,45 \f "| 








Die Mengen des abgespaltenen Eiweifstickstoffes der Ver- 
suchsportionen !iegen fast innerhalb der Grenzen der Versuchs- 
fehler. Der folgende Versuch ergab vollkommen_ iiberein- 
stimmende Resultate. 





') L. Iwanoff, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 464 (1904). 
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Versuch VII. 


Wiederholung des vorstehenden Versuches. 


Eiweifstickstoff 














Zeit | Kontrollportionen | Versuchsportionen. (ZnCi,) 
in | Hefe- | | | N | Abge- | Hefe- | | N | Abge- 
gee | N/|N ‘in %/o spaltener| ge- | N | N /in % spaltener 
Tagen] wicht | | im; N wicht | | im N 


in g inmgin%o Mittel in %o | in g nme; Hate in fo 





: 
4 |1,0000 69,9 | 6,99 ‘| 

7,01 
4 11,0000 70,2. 7,02 | 


| 


0,61 
| 1,002 74,2. 742" 


| 
1,0000 74,6 | 7,46 | 


0,9998) 73,8 7,38 


| 
1,004 74,2 | 7.42 tee | 0.20 


6 |1,0001 64,1 | 6, 41 | 
6 11,0002 63,4 | 6,34 | 








| 

oa 1,25 ol 0,20 

Es ist also ersichtlich, daB im Verlaufe von 4 Tagen in 
Gegenwart von Zinkchlorid nur 0,2°/o Eiweifstickstoff abge- 
spalten wurde; wahrend der beiden nachfolgenden Tage hat 
keine Eiweifspaltung stattgefunden ; im ganzen war also praktisch 
kein Eiweifabbau zu verzeichnen. Bei dieser Gelegenheit wollen 
wir darauf hinweisen, daB unter den im letzten Versuche bei- 
behaltenen Verhaltnissen eine Bildung von Acetaldehyd erfolgt. 
Dies zeigt, dafi die Aldehydproduktion mit der Eiweifspaltung 
nicht zusammenhingt und also nicht etwa auf eine eigentiim- 
liche Verarbeitung der bei der Eiweifhydrolyse auftretenden 
Aminosiuren zuriickzufiihren ist. Ubrigens haben die in III. Mit- 
teilung!) verOffentlichten Versuche dargetan, da die Produktion 
von Acetaldehyd nur bei Zuckervergiarung stattfindet. 

Merkwiirdig ist der Umstand, dab nach Zusatz von gréBeren 
ZnCl,-Mengen (0,06 bezw. 0,12 g) die Geschwindigkeit der 
Eiweibspaltung nicht veréindert wird, obwohl hierbei die alko- 
holische Girung bedeutend stirker gehemmt wird als bei Zusatz 
von 0,03 g Zinkchlorid.?) Im folgenden Versuche war der ZnCl,- 


') S. Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 93 (1913). 

*) In der vorstehenden IV. Mitteilung wird dargetan, daf bei Zusatz 
von 0,06 g ZnCl, auf je 1 g Hefe die CO,-Produktion etwa zehnmal ge- 
ringer ist, als bei Zusatz von 0,03 g ZnCl,. Bei Zusatz von 0,12 g ZnCl, 
auf je 1 g Hefe wird die alkoholische Garung vollkommen eingestellt. 








or 
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Zusatz zwei- bezw. viermal gréfer als in den vorstehenden 
Versuchen. 


Versuch VIII. 


A. 4 Kontrollportionen zu je 1 g Dauerhefe, 1 g Rohr- 
zucker und 5 ccm Wasser. 

B. 4 Versuchsportionen zu je 1 g Dauerhefe, 1 g Rohr- 
zucker, 0,06 g Zinkchlorid und 5 cem Wasser. 

C. 4 Versuchsportionen zu je 1 g Dauerhefe, 1 g Rohr- 
zucker, 0,12 g Zinkchlorid und 5 ccm Wasser. 

Nach Ablauf von 4 und 6 Tagen wurden zwei Portionen 
je einer Serie analysiert. 

















a __Eiweifstickstoff - ene eenliext. 
Zeit Kontrollportionen A -Versuchsportionen B Versuchsportionen C 
(Wasser) (0, 06 8g Znt- 1,) (0,12 g ZnC),) 
in | | ~\Abge-| pre, — | ar | = lAbge- pa (pe ~ {Ab 
Hefe- NON | ae Hefe- | N | N | N |epait. Hefe-| y | NN. Bu |, Spall. 
e- | in| in [22/9] Ee] Be | in | in | im) Ee] Be | in| in | 
Tagen! wicht | ~ | im —_ wicht| 7 | fli » on wicht | | " im _weib- 
in g mg %/o | Mittel ;,, ts in g /m g | “lo Mittel a4 in g |™6 | "/0 Mittel in °/, 
| | | | | | | 
4 1,0004 63,4 6, 34 ‘\e 39) 1,23 1,0003) 65,0 | 6 49 lg 4g| 113 1,0004 64.0 6.39 |, sah440 
| | ), = 
4 1,0001 64.4 6,44 J°° Lon 65,060 1,0001 64,8 6,48 J ; 
| | 
6 0002 53,115.81) , 35 so, on00 58,3 5,83, 5.8911.80 0,9998 58,4 5,84 | 941 1,68 
ra 0, ‘ ) 
6 10,9998 54,0540) ’ 1,000 58,1 581 | 1,0001 60,5 6,05 j | 











Es ergab sich also, daB bei Zusatz von 0,06 g bezw. 
0,12 g ZnCl, dieselbe Menge von Eiweifstickstoff abgespalten 
wird, als in Gegenwart von 0,03 g ZnCl, bei sonst gleichen 
Verhialtnissen. 

Alle vorstehend beschriebenen Versuche zeigen also, dab 
die fermentative Eiweifspaltung durch Zinkchlorid nicht wesent- 
lich beeinfluBt wird. Bei Abwesenheit von Zucker findet eine 
geringe Steigerung der Proteolyse statt, die wahrscheinlich nur 
auf die saure Reaktion von ZnCl, zuriickzufiihren ist; in Zucker- 
ldsungen ist im Gegenteil eine unbedeutende Hemmung der 
EiweiBspaltung zu verzeichnen. Auch diese Beeinflussung ist 
offenbar eine indirekte: in 20°/oigen Zuckerlisungen tritt sie 
in der Tat nur nach Ablauf von 4 Tagen deutlich hervor. 
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Da nun ZnCl, die Zuckerspaltung stark hemmt, so ist nach 
4 Tagen der Zuckergehalt der mit Zinkchlorid versetzten Portion 
immer grOBer als in der Kontrollportion; grofere Zuckermengen 
verlangsamen aber bekanntlich die fermentative Eiweibspaltung. 
Diese Erklarung ist um so wahrscheinlicher, als die Hemmung 
der Eiweifspaltung durch Zinkchlorid noch viel scharfer in 
40 °/oigen ZuckerlOsungen ausgeprigt ist, wahrend eine Steige- 
rung der ZnCl,-Menge bei unverandertem Zuckergehalt ohne 
EinfluB bleibt. 

Diese Ergebnisse beweisen, daf die starke Hemmung der 
Zymasegirung durch Zinkchlorid nicht davon herriihrt, daB die 
Energie der antagonistischen Proteolyse gréBer wird und infolge- 
dessen eine schnellere Zerstérung der Zymase eintritt. Es liegt 
vielmehr die Annahme nahe, dai die Wirkung von Zinkchlorid 
auf die alkoholische Gérung sich von den im Anfang der vor- 
liegenden Mitteilung erwéhnten Einfliissen prinzipiell unter- 
scheidet: diese sind im allgemeinen auf eine Steigerung der 
Eiweibspaltung zuriickzufiihren, waihrend Zinkchlorid eine direkte 
Wirkung auf Girungsfermente ausiibt. 
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